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1. INTRODUZIONE: 
1.1. I Molluschi bivalvi  
I molluschi bivalvi detti anche lamellibranchi, in quanto la respirazione avviene 
tramite branchie, laminari o Pelecipodi, per il piede forgiato a scure (dal greco 
pelekus = scure e pous = piede) atto a scavare nella sabbia o nel fango, sono 
organismi caratterizzati da una conchiglia costituita da due valve (Figura 1.A) che 
possono essere uguali o asimmetriche (equivalvi = se le due valve sono uguali, o 
inequivalvi = se le due valve non sono uguali), articolate dorsalmente con un 
sistema a cerniera (denti cardine), ripiegate ad astuccio e collegate saldamente da 
una struttura muscolo-elastica, i muscoli adduttori, con funzione di proteggere il 
corpo racchiudendolo (Boffo et al; 2008). Il corpo dei molluschi bivalvi è 
racchiuso dal mantello (Fig 1,B), un tessuto che aderisce alle valve, deputato 
all’accrescimento delle stesse, e che delimita con i suoi margini liberi la cavità del 
mantello. Il liquido intravalvare, contenuto nello spazio delimitato dal mantello, 
permette gli scambi gassosi e metabolici con l’ambiente circostante; la presenza di 
questo liquido permette la sopravvivenza dei molluschi al di fuori dell’ambiente 
marino per periodi prolungati. I molluschi bivalvi che hanno il sifone inalante ed il 
sifone esalante, l’alimento introdotto con l’acqua dal sifone inalante, viene incluso 
nelle secrezioni mucose delle branchie e sospinto da ciglia verso la bocca, qui i 
palpi selezionano il materiale da introdurre nell’apparato digerente e quello di 
scarto da allontanare, mediante il sifone esalante (Cattaneo & Bernardi; 2010). La 
quantità di acqua filtrata da un mollusco bivalve varia da specie a specie, ma anche 
in funzione della temperatura, concentrazione di ossigeno, salinità, luce, pH, 
sostanze in sospensione, attività fisiologica del mollusco medesimo; mitili, 
ostriche, vongole, possono filtrare da 60 a 100 litri di acqua al giorno. 
   I sessi sono solitamente separati (organismi gonocoridi), ma esistono anche 
forme ermafrodite. La fecondazione può essere esterna o interna (Manzoni; 2010). 
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Figura 1. A. La morfologia esterna di una vongola. B. Anatomia interna di una vongola, 
(http://omodeo.anisn.it/omodeo/images/bivalv4.jpg). 
  
1.1.1. Molluschicoltura in Italia: la molluschicoltura rappresenta il 45% 
dell’acquacoltura italiana, con un valore totale di 173 milioni di euro, rispetto alla 
produzione dell'acquacoltura italiana stimata nel 2013 a 393 milioni di euro. 
L'acquacoltura svolge un ruolo importante in alcune zone d'Italia ed è 
un'importante fonte di occupazione per le comunità locali, come nella zona nord 
Adriatico. L'importanza dell'acquacoltura per l'economia locale e l'occupazione 
varia su base regionale: circa la metà del valore complessivo di acquacoltura viene 
prodotto tra il Veneto (91.7 milioni di euro) e l’Emilia Romagna (84.7 milioni di 
euro), e coinvolge più di 4.900 lavoratori in 340 aziende agricole lungo le zone 
costiere del nord Adriatico (FAO; 2015). Il Friuli Venezia Giulia è il principale 
produttore di pesci d'acqua dolce, soprattutto trote, per un valore complessivo di 50 
milioni di euro. La maricoltura in gabbie e le zone vallive lungo le zone costiere 
italiane generano un reddito di 27.4 milioni di euro in Toscana, 28.8 milioni di 
euro in Puglia e 13.3 milioni di euro in Sicilia. 
Allo stato attuale l'acquacoltura italiana coinvolge circa 7.500 lavoratori a tempo 
indeterminato direttamente coinvolti nel settore (una cifra che può essere 
raddoppiata se sono incluse attività lavorative indotte) e offre importanti 
opportunità di lavoro in alcune zone costiere e rurali (FAO; 2015). 
La molluschicoltura rappresenta la principale voce produttiva per l’acquacoltura 
italiana, con la produzione basata quasi esclusivamente su mitili (Mytilus 
galloprovincialis) e vongole veraci (Tapes philippinarum), a cui si aggiungono 
limitate quantità di vongole veraci nostrane (Tapes decussatus) ed ostriche 
(Crassostrea gigas e Ostrea edulis) (Prioli; 2008).  
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Nella coltivazione di molluschi bivalvi, un sito di coltura adatto dovrà avere le 
seguenti caratteristiche: (a) Area nursery con scorte sufficienti per assicurare 
un'adeguata rimonta con giovanili; (b) Area protetta da prolungate inondazioni, 
forti venti e moti ondosi; (c) Moderato flusso di corrente di marea per trasporto di 
fitoplancton e ossigeno e l'eliminazione dei rifiuti organici; (d) Condizioni fisico-
chimiche della zona con valori adatti per la crescita e la sopravvivenza, in 
particolare, salinità e temperatura; (e) Deve essere esente da inquinamenti di tipo 
industriale, acque reflue ed altri inquinanti (Baylon;1990). 
1.1.1.1. Mitilicoltura: La cozza mediterranea (Mytilus galloprovincialis) è 
quantitativamente la specie più importante. Nel 2013 sono state prodotte 64.235 
tonnellate, che rappresentano circa il 72% della produzione nazionale di molluschi 
(FAO, 2015). Le produzioni oscillato nell'ultimo decennio, soprattutto a causa 
questioni burocratiche, problemi ambientali (fioriture di laghe tossiche) e per 
eventi meteorologici estremi (FAO, 2015).  
Le cozze sono coltivate soprattutto in Emilia Romagna, Veneto, FVG e Puglia, e 
minori produzioni nelle Marche, Sardegna e Campania (FAO, 2015). Nella 
mitilicoltura italiana si distinguono due principali sistemi di allevamento: su pali in 
laguna e off-shore con sistemi galleggianti. 
1.1.1.2. Ostricoltura: In Italia sono allevate commercializzate solo due specie di 
ostriche; l’ostrica concava (Crassostrea gigas) e l’ostrica piatta (Ostrea edulis). 
L’ostrica piatta è stata l’unica specie di ostrica allevata in Europa prima del 1900, 
raggiungendo una produzione attorno alle 20.000-30.000 tonnellate nella sola 
Francia (FAO, 2015). 
A partire dal 1920 si è assisto in questo Paese ad un progressivo decremento della 
consistenza della specie, sia in allevamento che nei banchi naturali. I motivi del 
decremento registrato attorno agli anni’20 non sono stati ancora identificati, 
restando tuttora misterioso, mentre alcuni decenni dopo sono state due epizoozie 
da protozoi hanno a determinato consistenti mortalità, una dovuta all’agente 
infettivo Marteilia refringens (nel 1970) e l’altra a Bonamia ostreae (nel 1980).    
La coltura dell’ostrica, piatta e concava, è ancora marginale in Italia (53 tonnellate 
nel 2013), ma potrebbe costituire una buona opportunità per la diversificazione 
delle specie allevate (FAO, 2015). 
1.1.1.3. Venericoltura: Con il termine “venericoltura” si intende l’allevamento di 
molluschi appartenenti alla famiglia dei veneridi, la quale, con oltre 400 specie, è 
- 4 - 
 
la più numerosa classe di bivalvi. L’allevamento della vongola verace filippina 
(Ruditapes philippinarum) è diffusi in tutto il mondo dove viene riconosciuta la 
qualità delle sue carni, e la loro abbondanza. 
 Per la loro abbondanza, ma soprattutto per le qualità delle loro carni, questi bivalvi 
sono oggetto di pesca e di allevamento in tutti i mari del mondo, basati 
principalmente sulla coltivazione della vongola verace filippina (Ruditapes 
philippinarum). La produzione italiana e concentrata nelle lagune dell’Alto 
Adriatico, ed è sostenuta quasi esclusivamente dall’allevamento della vongola 
verace filippina introdotta volontariamente nel 1983. La vongola verace europea, 
Tapes decussatus, raramente viene coltivata, ma è raccolta su banchi naturali, 
soprattutto in Sardegna (Turolla;2008). Negli anni precedenti prima 
dell’2012/2013 le vongole hanno avuto una produzione complessiva di 24.609 
tonnellate, rappresentando il 95% della produzione totale di vongole veraci in 
Europa Un lieve calo della produzione è stato osservato nel 2012 e nel 2013, 
soprattutto in relazione alla mancanza di seme selvatico dalle aree di nursery nella 
laguna di Venezia e alla qualità ambientale delle aree destinate alla 
molluschicoltura (FAO, 2015). 
La tecnica di allevamento prevede quattro fasi distinte; 
1. Fase di preingrasso: Si parte da seme selvatico di vongole veraci di taglia di 2-
3 mm o tale seme è allevato con varie tecniche in schiuditoio, peraltro non più 
presenti in Italia, prima di essere seminate in ambiente aperto. L’allevatore 
ricorre a questa fase solo se c’è carenza di seme selvatico essendo questo 
qualitativamente migliore ed economicamente più conveniente.”  
2. Fase di semina, in cui molluschi di taglia circa 10 mm vengono seminati 
direttamente sul fondale. L’allevamento prevede generalmente la semina di 
giovanili in lotti distinti, separati per dimensione, periodo di semina e 
provenienza. 
3.  Fase di ingrasso, in cui molluschi raggiungono la taglia commerciale. Durante 
questa fase di circa 10-15 mesi possono essere necessari interventi di 
diradamento e/o di pulizia dei fondali, L’ingrasso viene fatto su terreni lagunari 
con matrice sabbiosa- fangosa, collocati in zone intertidali fino alla profondità 
massima di 3-4 m. 
4. Fase di raccolta del prodotto di taglia commerciale (la taglia minima 22mm). 
La raccolta può avvenire con attrezzi manuali (rastrello o rasca) oppure 
meccanici (rastrello vibrante) o idraulici (turbo-rasca). 
 
1.2. Le malattie dei molluschi: In Europa, la molluschicoltura è ben consolidata 
ed è un importante contributo allo sviluppo economico in varie regioni costiere. Ci 
sono molti esempi del grave impatto di malattie e di mortalità di massa che sono 
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sempre più riconosciuto come un vincolo significativo alla produzione 
dell'acquacoltura e del commercio (Paillard et al; 2004). in Francia, ad esempio, la 
mortalità del seme di ostrica concava è una grave minaccia per il settore 
produttivo. L'eziologia di questo fenomeno è chiaramente multifattoriale, derivante 
da interazioni complesse tra agenti patogeni, fattori ambientali e lo stato genetico e 
fisiologico delle ostriche (De Decker et al; 2011). 
La malattia, in quanto espressione del danno cellulare, può considerarsi l'esito di 
un fallimento adattativo degli organismi rispetto a fattori di stress ambientali di 
diversa natura (fisica, chimica, biologica) (De Vico & Carella; 2012). Le malattie 
più frequenti nei bivalvi sono causate da: virus, batteri, parassiti (Golsing; 2003); 
1.2.1. Le malattie batteriche dei molluschi: la molluschicoltura è esposta in 
tutto il mondo a batteri patogeni che causano perdite elevate in allevamenti e in 
banchi naturali. Tra questi, il genere Vibrio è considerato l’insidia più importante. 
Le patologie causate da Vibrio in bivalvi sono state descritte fin dagli anni ‘60 
(Romalde & Barja;2010). Nel 2012, viene segnalato Vibrio aestuarianus quale 
nuovo patogeno in grado di colpire giovanili ed adulti di ostriche (Goudenege et 
al; 2015). In Francia, la cosiddetta Mortalità Estiva (ME) colpisce soprattutto le 
popolazioni giovanili di ostriche del Pacifico (C. gigas) durante i mesi più caldi, 
quando la temperatura dell'acqua è ≥18ºC. Questo fenomeno è stato associato a 
situazioni di stress, bassa concentrazione di ossigeno o presenza di sostanze 
tossiche nel sedimento disciolto. Studi successivi hanno identificato V. splendidus 
come l'agente causale della ME. Analizzando le popolazioni batteriche presenti 
nella emolinfa di ostriche moribonde con metodi microbiologici classci (esame 
colturale) e molecolari sono stati individuati: V. aestuarianus (56%), con la nuova 
sottospecie V. aestuarianus, subsps. Francensis, e V. splendidus (25%). La 
patogenicità di V. aestuarianus per l'ostrica, è legata all’attività 
immunosoppressiva dei prodotti extracellulari di questa specie. Più recentemente, è 
stato suggerito il possibile ruolo di V. harveyi come agente eziologico della ME, da 
quando è stato rilevato nella maggior parte dei campioni di ostriche colpiti durante 
la stagione calda nel 2008, ed è stato in grado di produrre la mortalità nelle prove 
di infezione sperimentale. La teoria più accettata oggi è che la ME delle ostriche 
non può essere attribuita ad un solo patogeno batterico o virale quale l’Oyster 
Herpes Virus con le sue varianti, ma ad una complessa interazione tra lo stato 
fisiologico e/o lo stato genetico dell'ospite, a fattori ambientali ed alla presenza di 
varie specie di Vibrio opportunistiche (Romalde & Barja; 2010). In Italia, la 
presenza di Vibrio è stata riscontrata nelle mortalità segnalate e studiate su 
molluschi pescati tra il 2010 e il 2014 tra Rosolina fino alla Sacca di Scardovari 
(RO). Vibrio celticus è risultato predominante nel 2010, V. splendidus nel 2013 
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mentre nell’episodio del 2014 sono state identificate numerose specie: V. celticus, 
V. campbellii, V. chagasii, V. mediterranei (De Pasquale et al; 2015). 
Nei ultimi anni sono state isolate nuove specie di Vibrio come Vibrio tubiashii 
subsp. europaensis subsp. Nov (ceppo isolato da Ostrea edulis e Tapes 
philippinarum) in occasione di fenomeni di mortalità in due incubatoi di molluschi 
in Galizia, Spagna (Prado et al; 2014). Oltre al genere Vibrio ci sono diverse 
microrganismi intracellulari, come Chlamydia-like Organisms (CLO), mollicute-
like organisms (MLO) e rickettsial-like organisms (RLO) che causano le malattie e 
mortalità massiva in molluschi marini. Istologicamente, RLO sono stati trovati in 
diverse specie di molluschi all'interno delle cellule epiteliali di mantello, ghiandola 
digestiva, branchie e tessuto connettivo (Gollas-Galvàn et al; 2013). 
1.2.2. Le malattie parassitarie dei molluschi: i parassiti sono patogeni 
comunemente descritti in molluschi bivalvi, molto studiati per il loro impatto 
economico ed ecologico (Soudant et al; 2013). Tra questi, si ricordano i generi 
Perkinsus, Haplosporidium, Marteilia e Bonamia che colpiscono una grande 
varietà di specie di molluschi commercialmente raccolte o di allevamento in tutto il 
mondo. In particolare, Perkinsus marinus, Microcytos mackinii, Perkinsus olseni, 
Marteilia refringens, Bonamia ostreae e Bonamia exitiosa sono attualmente quelli 
identificati dall’ Organizzazione Mondiale per la Salute Animale (OIE; 
http://www.oie.int/; codice sanitario per gli animali acquatici, Sezione 11: le 
malattie dei molluschi). Il riscaldamento globale e il commercio di seme dei 
bivalvi sono stati identificati come due delle principali cause di diffusione delle 
malattie parassitarie nei molluschi bivalvi (Robledo et al; 2014). 
 La Perkinsosi: è una malattia causata da protozoi appartenenti al genere 
Perkinsus. La Perkinsosi è stata riscontrata in bivalvi commercialmente importanti, 
tra cui ostriche, vongole, abalone e capesante. L'infezione è localizzata in diversi 
organi: branchie, ghiandole digestive, mantello, tessuti connettivi gonadici e può 
causare fenimeni di moria anche gravi, soprattutto in animali con un sistema 
immunitario già compromesso da eventi stressanti ambientali (Choi & Park; 2010). 
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Fig. 2. (A) metodo colturale, spore di Perkinsus olseni nel tessuto branchiale di Ruditapes 
philippinarum (colorazione con iodio). (B). metodo istologico, spore di Perkinsus olseni nel 
tessuto branchiale (colorazione con ematossilina eosina, E&E)  
Tra le Perkinsus spp., P. marinus e P. olseni (precedentemente chiamato P. 
atlanticus Murrel et al; 2002), sono le specie più patogene. La malattia causata è 
indicata comunemente appunto come Perkinsosi (Soudant et al; 2013). 
Il ciclo biologico di P. olseni si svolge in tre fasi, due nell’ospite (trofozoita e 
ipnospora) ed una nell’ambiente acquatico (zoospora) (Fig.3). Nella fase vegetativa 
il trofozoita, nel tessuto dell’ospite, presenta una forma sferica con un grande 
vacuolo ed un nucleo periferico (Ceschia; 2008). 
 
 
Fig.3. Ciclo di vita di P.olseni nelle vongole di Manila (Ruditapes philippinarum) (Choi et al; 
2010).  
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In Italia, Ceschia et al 2007 hanno segnalato una correlazione tra la presenza di 
Perkinsus olseni in vongola filippina (Tapes philippinarum) allevata nella Laguna 
di Marano e la mortalità. Anche in laguna di Venezia, Pretto et al. 2014 hanno 
osservato massiva mortalità negli allevamenti R. philippinarum la causa di 
Perkinsus olseni. 
 La Marteliosi: è causata da un protozoo appartenente al genere Marteilia e 
trova nella ghiandola digestiva l’organo bersaglio per il suo sviluppo nell’ospite 
(De Vico & Carella; 2012). In Europa sono state rilevate le specie Marteilia 
refringens e M. maurini, tuttavia non è ancora stata chiarita la differenza tra queste 
due specie e la diversità a livello di specificità d'ospite (Serracca et al; 2012). 
Recentemente Carrasco et al in 2013 hanno rilevato e caratterizzato una nuova 
specie, Marteilia cochillia, in occasione di mortalità di vongole veraci (T. 
philippinarum) nel Delta del Ebro, Spagna. 
Le spore mature di Marteilia spp. vengono rilasciate nell'ambiente attraverso i 
tubuli della ghiandola digestiva. Spesso l’epitelio va incontro ad alterazione e fino 
alla distruzione per la maturazione delle cisti nelle cellule dei tubuli. M. 
galloprovincialis (Fig. 4) e Ostrea edulis sono i bivalvi particolarmente sensibili a 
questo patogeno (Berthe et al;2004).  
 
 
 Fig.4. (A) Marteilia refringens impronta della ghiandola digestiva di M. galloprovincialis 
(metodo citologico). (B). M. refringens in ghiandola digestiva di M. galloprovincialis (metodo 
istologico, colorazione di E&E). 
 La Bonamiosi: è la malattia protozoaria, talora letale, sostenuta da organismi 
appartenenti al genere Bonamia, che include le quattro specie: Bonamia ostreae, B. 
exitiosa, B. roughleyi e B. perspora. Bonamia è un parassita intracellulare che 
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infetta e si moltiplica negli emociti degli ostreidi appartenenti a differenti generi. 
Mitilidi e veneridi non risultano colpiti (De Vico & Carella; 2012). 
  
1.2.3. Le malattie virali dei molluschi: la scoperta dei virus nei molluschi è 
un evento relativamente recente. Molti casi di mortalità di massa in queste specie 
sono stati associati a tali patogeni, ed a causa del crescente spostamento di 
organismi per motivi commerciali, la possibilità di diffondere malattie infettive di 
varia natura è diventata una realtà frequente. I principali virus identificati nei 
molluschi sono: Iridovirus, Herpes virus, Herpes- like virus, AbHV-1, Picorna- 
like virus. Certamente oggi l’Oyster Herpes Virus con le sue varianti è il virus 
maggiormente studiato per le gravi mortalità che ha determinato in C. gigas in 
Francia ed in altri paesi europei e che sta limitando la produzione di ostriche (De 
Vico & Carella; 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 10 - 
 
2. Scopo della ricerca 
 
I molluschi bivalvi sono animali filtratori che possono accumulare nei loro tessuti 
anche microrganismi patogeni presenti nell'ambiente circostante (batteri, virus e 
parassiti), quest’ultimi possono causare uno stato di malattia che nei casi più servi 
può portare alla morte, evento percepita dal molluschicoltore come “mortalità 
anomala”.  Negli ultimi anni è stato dimostrato come siano soprattutto fattori 
ambientali, quali variazioni di temperatura e salinità dell’acqua, a concorrere nel 
favorire l’indebolimento del mollusco a favore del patogeno.  
La mortalità anomala, dipende dall’cambiamento dei parametri sopra elencati, 
dalla concentrazione del patogeno e dallo stress dell’organismo, il quale diventa 
più sensibile ai diversi patogeni come i batteri o/e virus ed anche può causare una 
crescita batterica più rapida può così essere con-causa di alti tassi di mortalità. Lo 
stress può anche favorire lo sviluppo di agenti patogeni opportunisti che si trovano 
nella comunità batterica del mollusco o nell’acqua. 
L’oggetto principale di questa tesi di dottorato è l’indagine delle cause che hanno 
portato a diversi episodi di mortalità in molluschi bivalvi. Una parte di questi 
microrganismi è di difficile coltivazione in laboratorio a causa delle loro particolari 
esigenze, altri non sono coltivabili affatto. Da qui deriva la necessità di sviluppare 
nuovi metodi di analisi come la metagenomica in alternativa e complementari 
all’utilizzo di metodiche tradizionali come quelle istologiche e microbiologiche. 
Anche un approccio MALDI-TOF. 
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3. Metodiche diagnostiche della ricerca 
In questo studio sono state utilizzate metodiche tradizionali quali il metodo 
microbiologico colturale classico e l’esame istologico, e metodiche innovative; 
quali il MALDI TOF e la metagenomica. 
 
3.1. Metodiche Batteriologiche tradizionali   
I metodi microbiologici tradizionali per il rilevamento di microrganismi sono 
basati sull’impiego di diversi terreni colturali: brodi di arricchimento, terreni 
selettivi, terreni differenziali, in base al target che ci si propone. 
Essendo oggi il genere Vibrio, tra i batteri coltivabili, il maggiore responsabile di 
malattia nei bivalvi, i terreni colturali d’elezione sono: TSA 2% (Triptone soy agar 
con 2% NaCl), TCBS (Tiosolfato Citrato Bile saccarosio) e CHROMagar™ 
(Oxoid). La temperatura di incubazione a 22°C ±2 per 24 e 48 ore, facendo 
l’analisi biochimiche cominciando con il catalase e l’ossidasi finendo con API 20E 
(bioMérieux). 
Risultata importante anche stimare la carica di batteri presenti, per questo viene 
determinata la Conta Batterica Totale (CBT), solitamente in 100 g di campione, ed 
il risultato viene espresso come numero di organismi presenti per unità in peso di 
campione. 
3.2. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization time-of-flight (MALDI-
TOF); 
Questa tecnologia, sviluppata negli anni’80 sta attualmente assumendo un ruolo 
importante nei laboratori di Microbiologia poiché permette di identificare i 
microrganismi (batteri, micobatteri, lieviti e funghi) in tempi molto più rapidi 
rispetto ai metodi tradizionali tra cui le prove biochimiche (Karas & 
Hillenkamp;1988;Tanaka et al; 1988). Risulta inoltre poco costoso e di facile e 
rapido utilizzo (Van Veen et al; 2010) (Senga et al; 2009).  
Questa tecnica può essere utilizzata per rilevare molecole non volatili e 
termicamente instabili da pochi a diverse centinaia kD. Il range più applicabile 
usato per l’analisi è 2-20 kDa (Benagli et al;2012). 
Le caratteristiche principali di questa tecnica in commercio sono: 
 L'identificazione sicura e affidabile fino alla specie. 
 Trasformazione identica di tutti i batteri, lieviti e funghi. 
 Applicabile per tutti i microrganismi coltivati su piastre di agar. 
 Prende appena 2 minuti dalla colonia raccolta ai risultati. 
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 Database completo di specie disponibili. (http://www.pharmaceutical-
technology.com/contractors/imaging-analysis/anagnostec) 
 
Per iniziare l'analisi di microrganismi, il campione viene aggiunto alla piastra 
(Fig.5). È necessaria solo una piccola quantità dell'organismo di analisi (104 a 106 
Unità Formanti Colonia [CFU]), una colonia può essere pura e fresca. La 
soluzione matrice viene applicata alla piastra e lasciata asciugare. Quando la 
piastra è secca, viene caricata sull’analizzatore, da cui viene spostata nella camera 
di ionizzazione. 
Nella camera di ionizzazione, ciascun campione è esposto ad impulsi multipli 
breve laser. Questo porta a desorbimento del campione e matrice molecole in fase 
gassosa (Murray; 2012). La maggior parte dell'energia viene assorbita dalle 
molecole della matrice, che diventano ioni con una carica positiva. A causa della 
collisione casuale delle proteine della matrice e del campione in fase gassosa, la 
carica positiva viene trasferita dalla matrice al campione (Lewis et al; 2000). 
                                                                                          
          
                                       
 
Fig 5. Schema generale per l'identificazione di batteri MALDI-TOF MS utilizzando il metodo 
culturale. Prendere una colonia batterica dalla piastra (oppure da concentrato di brodo di coltura 
per centrifugazione in casi specifici) applicata direttamente sulla piastra di MALDI. I campioni 
sono poi sovrapposti con matrice e asciugati. La piastra viene successivamente caricata nello 
strumento MALDI-TOF MS e i segnali vengono analizzati dal software associato al sistema, 
consentendo una rapida identificazione dell'organismo (Clark et al; 2013).  
 
Poiché gli ioni hanno la stessa energia, ma una diversa massa, gli ioni raggiungono 
il rilevatore in tempi diversi. I piccoli ioni raggiungono il primo rivelatore la causa 
della loro maggiore velocità (Fig. 6) mentre gli ioni grandi richiedono più tempo a 
causa della loro massa maggiore. Quindi, l'analizzatore è chiamato TOF perché la 
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massa è determinata dal tempo di volo ioni. Il tempo di arrivo al rivelatore dipende 
la massa (Lewis et al; 2000). 
 
 
                                   http://www.ru.nl/science/gi/facilities/other-devices/maldi-tof/ 
Fig 6. Descrizione tecnica del MALDI-TOF MS. Il campione viene miscelato con una matrice su 
una piastra metallica conduttiva. Dopo cristallizzazione della matrice e materiale microbico la 
piastra metallica viene introdotta nello spettrometro di massa ed è bombardata con impulsi laser 
brevi. Le molecole desorbite e ionizzate vengono accelerate attraverso un campo elettrostatico ed 
espulse attraverso un tubo metallico volo sottoposto a vuoto fino a raggiungere un rivelatore, con 
ioni piccoli viaggiando più veloce di ioni grandi. Così, gli ioni sono separati in base alla loro 
TOF creare uno spettro di massa che è composto in massa per caricare il rapporto (m / z) picchi 
con intensità variabili. Uno spettro è quindi una firma microbica che viene confrontata con un 
database per l'identificazione in specie o livello di genere. 
 
Gli spettri ottenuti da tale proteina vengono comparati con quelli già presenti in un 
database (ceppi di referenza), identificati mediante metodi dotati di elevata 
specificità Fig. 7, il risultato viene assegnato con il nome dell’organismo con uno 
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score di attendibilità dell’identificazione. Il valore dello score sarà compreso fra 0 
e 3 (Fig. 8). 
 
 
 
Fig7. MALDI-TOF MS per identificare diverse specie batteriche in una miscela contenente sei 
specie batteriche. Il rappresentante MALDI-TOF MS spettri di ciascuna delle sei specie 
batteriche (http://www.pharmaceutical-technology.com/contractors/imaging 
analysis/anagnostec/anagnostec2.html). 
 
 
Fig8; tabella con gradi di differenziazione, c.d. "score", più elevato in caso di maggior 
somiglianza ad un determinato organismo nel riferimento approvato dalla Banca dati. Score con 
valore fra 2.3- 3.00: può essere considerato una probabilità eccellente per test di identificazione 
dell'organismo allivello di specie. Score fra 2.00- 2.299: l’identificazione dell'organismo è ad un 
livello di genere sicuro e di specie probabile. Score fra 1.7- 1.999 l’identificazione 
dell'organismo è ad un livello di genere probabile.  Score ˂ 1.699:  ceppo non identificabile.  
  
 
Una piastra di destinazione contiene da 24 a 96 pozzetti. Risultati per un singolo 
organismo sono prodotti in minuti, mentre 96 isolati possono essere identificati in 
un'ora. Alcuni organismi richiedono più di una fase di lavorazione o di estrazione 
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prima di eseguire il MALDI-TOF MS per rilasciare le proteine intracellulari utilizzate 
per l'identificazione.  
3.3. L’esame istologico:  
Ricerca istologica per parassiti e batteri (fissazione in Carson, inclusione in paraffina, 
taglio, colorazione Ematossilina -Eosina (E&E), lettura al microscopio ottico).  
 
3.4. La metagenomica; 
 
La Metagenomica è un approccio basato sull'utilizzo di tecniche genomiche moderne 
per lo studio della comunità microbica totale in un qualsiasi campione ambientale. Il 
termine è comparso per la prima volta nel 1998 ed è diventato uno degli strumenti più 
utilizzati per studi di ecologia microbica. Essa si basa sul sequenziamento di alcune 
regioni del genoma della compontente microbica totale che popola lo stesso ambiente 
o lo stesso campione ambientale. 
Le informazioni metagenomiche permettono una comprensione più approfondita del 
ruolo ecologico, del metabolismo e della storia evolutiva dei microganismi in un 
determinato senza coltivazione preventiva, evitando così il problema del 
prelevamento e della coltura in laboratorio. 
La metagenomica ha dato un contributo senza precedenti all'ecologia microbica. Ad 
esempio, una delle principali scoperte effettuate grazie all’approccio metagenomico, 
è stata la prima descrizione di proteorodopsina in batteri marini (Kim et al; 2013).  
I metodi tradizionali di coltura e di riconoscimento fenotipico richiedono maggior 
tempo e non permettono di identificare le specie che non crescono in coltura, inusuali 
o difficili da distinguere tra loro solo dal fenotipo. I progressi nel campo delle NGS – 
Next Generation Sequencing- possono fornire gli strumenti per superare queste 
problematiche. (https://www.slideshare.net/ThermoFisher/c-parikh-
asm2015posterfinal)  
Le tecnologie di sequenziamento massivo permettono, infatti, l’identificazione rapida 
ed accurata delle specie batteriche contenute in un campione ambientale. 
Ad oggi le piatteforme NGS che stanno avendo maggior impatto sul mondo 
scientifico sono il sistema 454 della Roche, il Solexa di Illumina, il Solid 
dell’Applied Biosystem e la tecnologia Ion Torrent di Thermofisher. 
Le piattaforme NGS disponibili presentano una caratteristica comune: permettono, 
infatti, il sequenziamento parallelo massivo di molecole di DNA amplificate in modo 
clonale o di singole molecole di DNA separate spazialmente in una cella a flusso. 
La sequenza 16S RNA ribosomiale è ampiamente utilizzata in studi di metagenomica 
per la classificazione dei batteri. Come già citato in precedenza, il sequenziamento di 
regioni del 16S RNA, infatti, è particolarmente utile per il rilevamento nei campioni 
ambientali di batteri con profili fenotipici insoliti, rari, a crescita lenta o non 
coltivabili. In particolari si rendono utili 9 regioni iper-variabili (V1-V9) del 16S 
RNA (Fig. 9) specie-specifiche. Esse sono fiancheggiate regioni altamente conservate 
- 16 - 
 
sulle quali è possibile disegnare gli inneschi (primers) per la reazione di PCR. 
(https://www.slideshare.net/ThermoFisher/c-parikh-asm2015posterfinal)  
 
 
 
  
 
Fig 9. Sono evidenziate le regioni conservate e ipervariabili nel gene 16S rRNA. Le regioni 
conservate C1-C9 sono rappresentate in blu, mentre le regioni ipervariabili V1-V9 sono in 
giallo (Del Chierico et al;2015). 
 Preparazione la libreria; 
Se il materiale di partenza è costituito da RNA è previsto un passaggio iniziale di 
retrotrascrizione a cDNA. Le regioni bersaglio del DNA sono successivamente 
amplificate in multiplex-PCR utilizzando pools di coppie di primers specifici. Dopo 
questo passaggio, alle due estremità di ciascun amplicone vengono aggiunti gli 
adattatori specifici (Fig. 10) per il sequenziamento Ion Torrent e le sequenze barcode 
che permettono la distinzione di un campione dall’altro. 
I prodotti sono purificati tramite biglie magnetiche e sottoposti ad amplificazione 
tramite PCR in emulsione. 
 (http://www.genomnia.com/pdf_2015/Scheda_tecnica_PGM_Rev_102_2016_IT.pdf ).  
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Fig 10. Dal cDNA al sequenziamento Ion Torrent: nello schema sono illustrati i passaggi per il 
sequenziamento con piattaforma Ion Torrent. La PCR in emulsione e l'arricchimento delle biglie di 
sequenziamento delle librerie in pool sono stati condotti con il sistema OneTouch (Life 
Technologies) secondo il protocollo del produttore. Il prodotto di PCR e arricchimento è stato 
caricato su un chip Ion PGM.  
 
 L’Ion Semiconductor Sequencing è una tecnica di sequenziamento che 
prevede l’utilizzo di un transistor in grado di rilevare gli ioni idrogeno che 
vengono rilasciati durante la sintesi del DNA. 
Ad ogni micropozzetto nel chip (Fig. 11 A, B) contenente un filamento stampo di 
DNA da sequenziare, viene aggiunto, uno alla volta, uno dei quattro deossinucleotidi. 
Se il deossinucleotide introdotto è complementare al primo nucleotide del templato, 
viene incorporato nel crescente filamento complementare. Questo provoca il rilascio 
di uno ione idrogeno ed una conseguente variazione di pH che attivano un sensore 
ionico in grado di registrare l’avvenuta reazione. Se nella molecola stampo sono 
presenti due più nucleotidi uguali di seguito, verranno incorporati più nucleotidi in 
una volta, generando un segnale elettrico proporzionalmente superiore. 
I deossinucleotidi che non sono complementari e che non vengono, quindi, 
incorporati, non producono il rilascio di ioni idrogeno e vengono lavati via dal 
pozzetto. La serie di impulsi elettrici vengono trasmessi dal chip ad un computer. Il 
segnale viene processato e tradotto sequenze di DNA. 
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Fig 11.(A) Struttura layer-by-layer del chip. Lo strato superiore contiene i singoli pozzetti, mentre i 
due strati inferiori comprendono il sensore ione FET. Ciascun pozzetto possiede un corrispondente 
sensore FET che identifica l’eventuale cambiamento di pH. (B). Immagine raffigurante la DNA 
polimerasi che incorpora una ripetizione di due nucleotidi su un frammento da sequenziare. Gli ioni 
idrogeno rilasciati durante il processo sono rilevati dal FET al di sotto del pozzetto ove avviene la 
reazione (Niedringhaus et al., 2011). 
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4. Materiali e Metodi 
 
4.1. Prelievo dei campioni: siti di prelievo e modalità 
Da marzo 2015 a luglio 2016 sono stati esaminati complessivamente n. 810 bivalvi 
provenienti da zone dove ci sono stati episodi di mortalità. Per ogni sito è stato 
prelevato inoltre almeno un altro campione adiacente, senza apparente mortalità (Fig. 
12). 
Oggetto di studio sono stati: mitili (Mytilus galloprovincialis), Ostriche (Crassostrea 
gigas), vongole (Ruditapes philippinarum) e vongole (Chamelea gallina) (Tabella 1). 
Durante il campionamento sono stati registrati anche i parametri ambientali 
(temperatura, salinità e il percentuale della mortalità) dell’area oggetto di studio. 
 
La specie N* Origine Data di 
prelievo 
T Salinità % 
Mortalità 
Mytilus 
galloprovincialis 
180 Spezia 06/03/2015 13.5°C 36-38‰ 80% 
Crassostrea gigas 100 Sacca di Scardovari 18/05/2015 21°C 27-28‰ 70-80% 
Ruditapes 
philippinarum 
180 Laguna di Barbamarco 28/05/2015 19.6°C 10.52‰ - 
Ruditapes 
philippinarum 
180 Laguna di Caterina 09/07/2015 28°C 3.3‰ 15% 
Chamelea gallina 90 Transetto 7 Francavilla 11/07/2016 _ _ _ 
Chamelea gallina 90 Transetto 4 San Vito 11/01/2016 _ _ _ 
Chamelea gallina 90 Cupra Marittima Sud 11/01/2016 _ _ _ 
 Tabella .1. N* numeri dei campioni analizzati, T; la temperatura dell’acqua.  
 
Una volta raccolti, i molluschi sono stati trasportati refrigerati a 4°C ± 2°C in 
laboratorio entro 24 ore dal prelievo.  
Sono stati sottoposti ad analisi batteriologiche e istologiche presso l’istituto 
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie. Lab. di Adria. 
- 20 - 
 
Le analisi di metagenomica sono state eseguite presso il laboratorio di genetica, 
Dipartimento di Scienze della Vita dell’Università degli Studi di Trieste. 
 
Fig 12. Mappa con i punti dei prelievi dei molluschi. L’ icona rossa indica la località della 
mortalità, l’icona gialla indica la località sana.  
4.2. Preparazione del campione 
Prima di essere analizzati i molluschi sono stati puliti esternamente (Fig 13).  
 
                 Fig 13. Preparazione del campione, lavaggio del guscio prima dell’apertura. 
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4.3. Analisi batteriologiche 
 
 Preparazione di un pool di soggetti (polpa e liquido intravalvare) con un peso 
finale di 100 g. 
Successivamente sono stati omogenati in Stomacher (Stomacher Lab Blender 
400) e quindi sono state preparate diluizioni 1/10, 1/100, 1/1000. 
  Semina di 100 µl su TSA 2% (Triptone soy agar con 2% NaCl). 
  Incubazione delle piastre Petri per 24 e 48 ore a 22°C ±2. 
  Conta batterica totale: conta effettuata dopo 24 ore e dopo 48 ore. 
  Le colonie sospette più presenti in maggior numero sono state selezionate e 
sottoposte a prove di tipo fenotipico e biochimico. 
1. Test di ossidasi (Bactident® Oxidasa). 
2. Test della catalasi (Fornita da Centro Produzione Terreni di IZSVe). 
3. Test di mobilità: su vetrino con preparato fresco  
4. Crescita su TCBS agar (Tiosolfato Citrato Bile saccarosio). 
5. Crescita su CHROMagar™ (Oxoid) consente di distinguere le varie specie 
del genere Vibrio in modo più specifico (terreno differenziale): le colonie 
formate dal microrganismo sono riconoscibili direttamente sulla piastra 
grazie alla specifica colorazione che assumono. Il terreno e costituito da una 
serie di componenti, tra cui specifici substrati composti da uno zucchero 
legato ad un cromoforo, i quali sono in grado di entrare nelle cellule 
microbiche dove vengono scissi da specifici enzimi. In questo modo i 
substrati incolori producono una colorazione caratteristica chiaramente 
visibile (Hara-Kudo et al; 2001). 
6. Test di vibriostatico O/129 (Oxoid): Dischi con O129, 10 μg e 150 μg 
generalmente noto come O129 è una sostanza chimica che è utilizzata per 
l'identificazione di vibrionaceae. La prova può permettere di differenziare i 
microrganismi appartenenti al genere Vibrio da quelli appartenenti al genere 
Aeromonas.  Vibrio sp è generalmente sensibile al vibriostatico, mentre 
Aeromonas sp è resistente. 
7. Le piastre vengono incubate per 24 ore a 22°C ±2 e quindi possono essere 
distinte le colone su TCBS e su CHROMagar™ Vibrio. Le colonie 
appaiono di colore verde (saccarosio negative) o giallo (saccarosio positive) 
su TCBS: Su CHROMagar™ di colore blu o bianco o lilla ….ecc. 
8.  I ceppi sono stati inoltre testati biochimicamente in micrometodo 
utilizzando per identificazione gallerie API 20E (bioMérieux). 
9.   Infine l’identificazione dei ceppi batterici isolati è stata confermata 
all’analisi con sistema MALDI TOF. 
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1.4. MALDI TOF 
Gli isolati sono stati identificati da MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics, 
Brema, Germania) con metodo diretto (estrazione diretta), mettendo una 
colonia isolata e distribuita sullo spot della piastra metallica MALDI, lasciata 
asciugare per pochi secondi, aggiunto 1 µl di soluzione di HCCA ((acido α-
Cyano-4-idrossicinnamico) ed atteso che si asciughi (cerca 2-3 minuti). Una 
volta terminata la preparazione della piastra metallica MALDI (MSP 96 
polished steel), questa è stata inserita nello strumento MALDI Biotyper 
MicroFlex LT (Bruker Daltonics). 
Nel caso in cui gli isolati non sono stati identificati con l’estrazione diretta, si 
è utilizzato un altro protocollo di estrazione con etanolo ed acido formico, 
come segue: 
prelevare 10-20 colonie e metterle in 300µl di acqua ultrapura (in provetta 
Eppendorf® da 1.5 ml), aggiungere 900µl di etanolo assoluto ed agitare per 
20 secondi. Centrifugare a 20.000 xg per 2 minuti, gettare il surnatante ed 
eliminare il residuo di etanolo con una pipetta. Attendere l’evaporazione 
totale dell’etanolo (circa un’ora), aggiungere 20-50 µl di soluzione Acido 
Formico 70%, agitare fino alla completa risospensione del pellet, sonicare a 3 
minuti a temperatura ambiente. Aggiungere un volume identico di 
acetonitrile ed agitare per 20 secondi. Centrifugare a 20.000 xg per 2 minuti. 
Prelevare il surnatante e trasferirlo in una nuova provetta Eppendorf® da 1.5 
ml, prelevare 1 µl di surnatante e distribuire uniformemente sullo spot ed 
aspettare che si asciuga. Aggiungere 1µl di HCCA fino ad evaporazione. Una 
volta terminata la preparazione della piastra metallica MALDI (MSP 96 
polished steel), la piastra viene inserita nello strumento MALDI Biotyper 
MicroFlex LT (Bruker Daltonics). Il risultato dell’analisi viene espresso con 
il nome per esteso del microrganismo sottoposto accompagnata dallo score di 
attendibilità fornito dallo strumento il valore dello score sarà compresso tra 0 
e 3. l’attendibilità dell’identificazione dovrà essere interpretata in base alla 
legenda riportata in figura 8. 
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4.5. Analisi istologiche 
Riguardo la metodica istologica è stato applicato il metodo OIE: Manual of 
Diagnostic Tests for Aquatic Animals OIE 2012 chap. 2.4.3 e Decisione di 
esecuzione (UE) 2015/1554).  
 
La procedura prevede i seguenti passaggi: 
 
 Apertura del bivalve e fissazione: il mollusco viene aperto tagliando i muscoli 
adduttori (tale manualità non deve danneggiare i tessuti, in particolare 
branchie, mantello e ghiandola digestiva).  
Sotto cappa chimica, viene prelevata la polpa del mollusco con delle pinzette e 
riposta nel fissativo prescelto. Se presente del materiale grossolano (es. sabbia) 
questo va rimosso sotto acqua corrente. La soluzione d’uso per la fissazione 
deve rispettare il rapporto 10:1 tra fissativo e oggetto da fissare. Il tempo di 
fissazione deve essere superiore alle 24 ore. È stato usato in questo studio il 
fissativo di Carson (Tabella 2). 
 
                                     
 
 
 
 
 
 
                                           Tabella 2. Composizione chimica del Fissativo di Carson 
  
 
 Processazione: le biocassette vengono identificate (no registro e no soggette). 
Prelevare il mollusco fissato ed effettuare una sezione di pochi mm ( 5mm) 
comprendente gli organi da esaminare Fig. 14. 
Riporre le biocassette nel cestello in dotazione al processatore rimuovendo 
l'eccedenza di fissativo e ponendo il cestello per circa 20 minuti sotto acqua 
corrente. 
 
 
 
 
 
 
Fissativo di Carson 
 
 
NaH2PO4.2H2O 23.8 g 
NaOH 5.2 g 
Formaldeide37-40% 100 ml 
Acqua distillata 900 ml 
PH 7.2-7.4  
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Fig 14. La vongola fissata, tagliata e riposta in biocassetta. 
 
 
 
Introdurre il cestello nella camera sottovuoto del processatore, facendo partire 
il processatore secondo il programma stabilito in Tabella 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 3. Passaggi per il trattamento del campione all’interno del processatore 
 
 
 Inclusione in paraffina: accendere la piastra raffreddante e quella riscaldante. 
Verificare che la temperatura del serbatoio di distribuzione del Paraplast sia 
compresa tra 61°C ± 3°C. Prelevare le biocassette dal processatore e porle sulle 
piastre riscaldata dell'inclusione in paraffina o entro un termostato a 60oC ± 
5°C. 
Aprire le biocassette, togliere il coperchio (eliminarlo) e conservare la parte 
dove è riportato il numero di identificazione. Versare un po’ di paraffina in una 
formella adeguata alla dimensione del campione e introdurre la sezione al 
centro della formella facendo attenzione di porla a contatto con la base della 
formella; riporre la formella sul piatto raffreddante per alcuni istanti, 
esercitando una leggera pressione sulla sezione e attendere che sia un po’ 
solidificata. 
Reagente Tempo 
Acqua distillata 5 minuti 
Dehyol 70 1 ora 
Dehyol 70 1 ora 
Dehyol 95 2 ore 
Dehyol 95 1 ora 
Dehyol assoluto 1 ora 
Dehyol assoluto 1ora  
Dehyol assoluto 
k-clear 
k-clear 
Paraplast 
Paraplast 
1ora 
2 ore 
1 ora 
2 ore 
2 ore 
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Riporre la formella sul piatto riscaldante, collocare una parte della biocassette 
(quella con i dati di identificazione del campione) sopra la formella, 
rimboccare con paraffina e porre il tutto sulla piastra raffreddante. Una volta 
solidificata la paraffina, rimuovere la formella e riporre i campioni in 
congelatore a ≤ - 18°C.  
 Taglio: prelevare il campione dal congelatore a ≤ -18°C, inserirlo sul 
microtomo, dopo essere stato sgrossato, va tagliato impostando un valore di 
3µm di spessore delle sezioni. Eseguire due sezioni non consecutive per 
vetrino. Le sezioni vanno raccolte con l'aiuto di un pennello e poste a 
bagnomaria di acqua distillata alla temperatura di 45°C±5°C. 
 Recuperare le sezioni con il vetrino istologico corrispondente. Lasciare 
sgocciolare i vetrini dall'acqua eccedente ponendoli in verticale su carta 
assorbente; Riporre i vetrini in un cestello porta vetrini e collocarli ad 
asciugare a temperatura ambiente o in termostato a 37°C fino al momento della 
colorazione. 
 Colorazione e Lettura: I principali agenti parassitari dei molluschi bivalvi sono 
bene evidenziati dal metodo Ematossilina-Eosina e i batteri sono evidenziati 
dalla colorazione di Gram.  
 
4.5.1. Colorazione manuale con Ematossilina-Eosina; 
Porre il cestello porta vetrini in termostato a 60°C±5°C per 60 minuti. Per la 
colorazione applicare i tempi indicati alla Tabella 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         
 
                    Tabella 4. Fasi di colorazione di E&E 
 
Reagente Tempo 
k-clear 10 minuti 
k-clear 10 minuti 
Dehyol assoluto 3 passaggi 
Dehyol assoluto 3 passaggi 
Dehyol 95 3 passaggi 
Dehyol 70 3 passaggi 
Acqua distillata 5 minuti 
Ematossilina Harris 
Acqua corrente 
Eosina-floxina 
Dehyol 95 
Dehyol assoluto 
k-clear 
k-clear 
1 minuto 
5 minuti 
1-2 minuti 
3 passaggi 
3 passaggi 
10 minuti 
10 minuti 
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Per il montaggio manuale del vetrino, sotto la cappa chimica, utilizzare come 
montante Ecomount-K e apporre delicatamente il vetrino coprioggetto. 
Lasciare solidificare il montante. Nel caso si formassero bolle d’aria, 
rimuoverle esercitando una lieve pressione sulla superficie del coprioggetto 
stesso. Lasciare consolidare il montante. Riporre i vetrini sopra un vassoio 
porta vetrini ed infine leggere al microscopio ottico. 
 
4.5.2. Colorazione di Gram 
Fase di idratazione (vedi sopra). Per la colorazione sotto cappa chimica 
seguire i tempi indicati nella tabella precedente fino passaggio dell’acqua 
distillata dopo di che porre i vetrini in termostato a 37°C al fine di evitare la 
presenza di goccioline di acqua nei preparati. Fare la colorazione sotto la 
cappa chimica   Tabella 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            
                                Tabella 5. Fasi previste per la colorazione di Gram 
 
 
 
4.6. Next-Generation Sequencing NGS; 
 
Sono stati analizzati 30 individui in cui si era manifestata mortalità e 30 
individui sani, prelevandone frammenti di branchie e di mantello. Per ciascun 
gruppo (malati e sani) sono state allestite tre repliche da 10 individui ciascuna 
(esperimento schematizzato qui di seguito), omogenati con il loro liquido 
intervalvare, conservati a -80oC in attesa dell’estrazione di DNA e 
dell’amplificazione. Il successivo sequenziamento è stato eseguito con una 
piattaforma Ion Torrent (PGM). 
Reagente  Tempo 
Lillie crystal violetto 1 minuto 
Lavaggio H2O rubinetto 
Lugol’s iodine 
Acetone 
Lavaggio acqua distillata 
Rosso neutro/verde luce 
Lavaggio acqua distillata 
Breve 
1 minuto 
Secondi 
Secondi 
5 minuti 
Secondi 
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 Estrazione, amplificazione e sequenziamento di DNA: 
4.6.1. Estrazione del DNA: 
Il campione è stato omogenato insieme al liquido intervalvare e l’estrazione è 
stata condotta prelevando sia il liquido in superficie che parte dell’omogenato. 
L’estrazione ha richiesto l’utilizzo del E.Z.N.A.® Mollusc DNA Kit 
commerciale con un protocollo settato ad hoc, che prevede l’aggiunta di biglie 
e un’agitazione di un minuto alla massima velocità con Mini-Beadbeater-24 
(BSP-Biospec Products) per meglio distruggere le cellule procariotiche e 
permettere il rilascio da parte di quest’ultime degli acidi nucleici. 
Protocollo: 
1. Omogenare il tessuto. 
2. Trasferire circa 30 mg del tessuto e di liquido in una provetta da 2 ml. 
3. Aggiungere circa 50 mg di biglie in vetro, 350µl di Buffer ML1, che 
promuove la lisi cellulare e il rilascio di acidi nucleici in soluzione, e 25 µl 
soluzione Proteinase K in grado di digerire le proteine. Vortex per 
mescolare accuratamente. 
4. Agitare i campioni a massima velocità nel beadbeater per permettere la 
distruzione delle cellule batteriche. 
5. Incubare a 60°C per 60 minuti, fino a quando tutto il campione viene 
solubilizzato. 
6. Aggiungere 350 µl chloroform:isoamyl alcohol (24:1) per separare la fase 
organica dal DNA in soluzione. Vortexare per mescolare accuratamente. 
7. Centrifugare 10.000 x g per 2 minuti a temperatura ambiente.  
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8. Trasferire la fase acquosa superiore contenente il DNA in una nuova 
provetta da 1.5 ml, evitando accuratamente l'interfaccia lattiginosa 
contenente contaminanti e inibitori. 
9. Aggiungere un volume BL Buffer, e 10µl RNase A. Vortexare alla massima 
velocità per 15 secondi. 
10. Incubazione a 700C per 10 minuti per attivare l’RNasi. 
11. Raffreddare il campione a temperatura ambiente. 
12. Aggiungere un volume di etanolo 100%. Vortexare a massima velocità per 
15 secondi. 
13. Inserire un’HiBind® DNA Mini Colum, colonnine con matrice silicea in 
grado di trattenere il DNA, in una provetta da 2 ml. 
14. Trasferire 750 µl del campione nella colonnina. 
15. Centrifugare a 10.000 x g per 1 minuto. 
16. Eliminare il filtrato e riutilizzare il tubo di raccolta.  
17. Ripetere i passaggi 12-14 fino a quando tutti il campione è stato fatto 
passare in colonnina. 
18. Eliminare il filtrato. 
19. Aggiungere 500µl HBC Buffer, che permette al DNA di legarsi più 
saldamente alla matrice silicea. 
20. Centrifugare a 10.000 x g per 30 secondi. 
21. Eliminare il filtrato e riutilizzare il tubo di raccolta. 
22. Aggiungere 700µl di DNA Wash Buffer, diluito con etanolo assoluto in 
concentrazione finale 70%. 
23. Centrifugare a 10.000 x g per 1 minuto. 
24. Eliminare il filtrato e riutilizzare il tubo di raccolta. 
25. Ripetere i passaggi 21-22-23 per la seconda fase di lavaggio del DNA. 
26. Centrifugare a vuoto 2 minuti a massima velocità la colonnina per 
asciugare la membrana ed eliminare le tracce di etanolo. 
27. Trasferire la colonnina in una provetta da 1.5 ml. 
28. Aggiungere 50µl Elution Buffer precedentemente riscaldato; 
29. Attendere 2 minuti in modo che l’elution buffer bagni bene la matrice e 
centrifugare a 10.000 x g per 1 minuto. 
30. Conservare il DNA a -20 °C. 
La quantizzazione e il controllo della qualità del DNA estratto è stata condotta 
con lo spettrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 
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4.6.2. Amplificazione del DNA 
Successivamente è stata amplificata la regione V4 del rRNA 16S (390 bp circa) 
con la seguente coppia di primer: 515F (S-*-Univ-0515-a-S-19) forward e una 
mix di due reverse 806R (S-D-Bact-0787-b-A-20) e 802R (S-D-Bact-0785-b-
A-18) (Claesson et al., 2010; Walters et al., 2011). La PCR è stata condotta in 
20 µl aggiungendo a 50 ng di DNA estratto, 2.5X HotMasterMix (5Prime); 1.6 
µl Primer mix (515F 10µM 1 µl + 802 R 10µM 0.5 µl+ 806R 10µM 0.5µl); 
20x Eva Green (Biotium); acqua a volume finale. Le condizioni di 
amplificazione sono le seguenti: 2’ a 94°C per attivare la Taq; 38 cicli a tre 
steps: 94°C per 20’ (denaturazione), 52°C per 20’ (appaiamento), 65°C per 40’ 
(estensione); una fase di estensione finale a 72°C per 2’. Gli amplificati sono 
stati controllati su un gel 2.5% agarosio in TAE e sottoposti a corsa 
elettroforetica Fig 15. 
 
 
Fig 15. Nel primo pozzetto è stato caricato un ladder 100 bp (le bande vanno circa 
390 bp). Nei pozzetti 1, 2, 3 e 4 sono stati caricati 3 µl di amplificato, nel pozzetto b, 
il controllo negativo. 
La qPCR secondaria (“Real Time” con i barcode) è stata eseguita in 25 µl: 
2.5X HotMasterMix (5Prime); 20x Eva Green, 1.5 µl di barcode A1-30 e P1; 
0.5 µl di campione amplificato; acqua a volume. Gli amplificati sono stati 
nuovamente controllati su gel 2.5% agarosio Fig 16. 
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Fig 16. qPCR secondaria (Real Time con i barcode), M; Marker 1oobp ladder, * campioni 
con barcode assegnato, b; bianco. 
 
4.6.3. Normalizzazione dell’amplicone:  
I campioni amplificati sono stati normalizzati utilizzando il kit SequalPre™ 
Normalization Plat (96), che permette di purificare l’amplicone e 
normalizzarne la concentrazione in un solo passaggio. 
Il protocollo: 
1. Trasferire circa 250 ng di amplicone nei pozzetti della piastra SequalPrep ™. 
2. Aggiungere un volume equivalente di SequalPrep ™ Normalizzazione 
Binding Buffer (ad esempio: per purificare 20 µl di prodotto di PCR, 
aggiungere 20µl di SequalPrep Normalizzazione ™ Binding Buffer). 
3. Mescolare completamente, pipettando su e giù, o sigillare la piastra con 
PureLink ™ Foil nastro, vortexare e centrifugare brevemente la piastra. 
4. Incubare la piastra per 1 ora a temperatura ambiente per consentire il legame 
del DNA alla superficie della piastra. 
Nota: Incubazioni di più di 60 minuti non migliorano i risultati. Tuttavia, a 
seconda del flusso di lavoro, si può lasciare il campione in incubazione over-
night. 
5. Recuperare il liquido dai pozzetti facendo attenzione a non toccare i bordi 
durante il recupero. 
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6. Aggiungere 50 µl di SequalPrep ™ Normalizzazione Wash Buffer ai 
pozzetti, pipettando su e giù due volte per migliorare la rimozione di 
contaminanti. 
7. Recuperare completamente il wash-buffer dai pozzetti. Potrebbe essere 
necessario invertire la piastra su un foglio di carta. Tuttavia, una piccola 
quantità di wash-buffer (1-3µl) residua non influenza l’eluizione né le 
successive analisi. 
8. Aggiungere 20µl SequalPrep ™ Normalizzazione Elution Buffer a ciascun 
pozzetto della piastra. 
9. Mescolare pipettando su e giù per 5 volte, vortexare e centrifugare 
brevemente la piastra. Assicurarsi che il buffer di eluizione venga a contatto 
con l’intero rivestimento del pozzetto. 
10. Incubare a temperatura ambiente per 5 minuti. 
Al termine, controllare la qualità e la concentrazione di ciascun campione con 
lo spettrofotometro e calcolare la concentrazione di DNA per la costruzione 
della libreria. Conservare il DNA a -20°C fino all’utilizzo successivo.  
4.6.4. Emulsione PCR e Sequenziamento. 
Segue il protocollo per la PCR in emulsione: 
1. Preparazione della soluzione di amplificazione: 
1. Porre i reagenti a temperatura ambiente prima dell’uso, vortexare per 30 
secondi e spennare. 
2. Preparare 100 pM di libreria in 25 µl. 
3. Preparare l’Ion PGM™ Hi-Q™ Ion Sphere™ Particles ISPs: vortexare 
l’ISPs a massima velocità per 1 minuto, centrifugare l’ISPs per 2 secondi, 
mescolare l’ISPs pipettando su e giù. 
4. Preparare la mix di reagenti Ion PGM™ Hi-Q™, aggiungendo i seguenti 
componenti come indicato in Tabella 6, mescolando con la pipetta: 
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Ordine Reagente Volume 
1 Acqua RNase free  25 
2 Ion PGM™ Hi-Q™ Mix 
Enzima 
50 
3 Diluzione della libreria 25 
4 Ion PGM™ Hi-Q™ ISPs 100 
5 Totale 1000 
                                    Tabella 6. Mix Ion PGM™ Hi-Q™ 
5. Vortexare la mix di amplificazione alla massima velocità per 5 secondi. 
6. Procedere immediatamente all’istallazione ed al caricamento del Reaction 
Filter nel sistema Ion OneTouch ™. 
2. Preparazione del Reaction Filter: 
1. Posizionare correttamente il filtro di reazione Ion OneTouch ™  Fig 17. 
 
                             
                Fig 17. Ion OneTouch ™ Reaction Filter;  
1. Sample port 
2.Ion OneTouch™ Reaction Filter 
3.Ion OneTouch™ Reaction Tube 
4.Short tubing from sample port to Ion OneTouch™ Reaction Tube 
 
 
2. Aggiungere il prodotto di amplificazione: 
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I. Vortexare il prodotto di amplificazione alla massima velocità per 5 
secondi, centrifugare la soluzione per 2 secondi. 
II. Pipettare la soluzione su e giù, quindi prelevarne 1000 µl. 
III. Lentamente aggiungere delicatamente l’ml di reazione prelevato 
attraverso la porta di campionamento.  
3. Aggiungere 1.7 mL di olio di reazione Ion OneTouch ™ attraverso la porta 
di campionamento: 
a. Pipettare con attenzione 850 µl di olio di reazione Ion OneTouch ™ 
attraverso la porta del campione; 
b. Scartare il puntale. Ripetere il punto I. 
3. Installare l’Ion OneTouch ™ Reaction Filter nello strumento Fig 18: 
 
        Fig 18. Inserimento dell’Ion OneTouch ™ Reaction filter 
Azionare lo strumento Ion OneTouch ™ 2PGM e far partire il programma Ion 
PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit 200. 
Ricordarsi di aggiungere 150 µl di Ion OneTouch™ Breaking Solution 
ad ogni tubo prima di iniziare la corsa. Rimuovere i campioni circa 16 ore dopo 
l'inizio della corsa. 
4. Recuperare il campione Ion PGM™ Hi-Q™ ISPs: 
4. Dopo la fine della corsa, recuperare le provette facendo molta attenzione 
(vedi Fig 19). 
5. Prelevare il surnatante dalla superficie e su lato opposto dal pellet, facendo 
attenzione a non intaccare il pellet. 
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                           Fig 19. Recovery Tube e ISP pellet 
6. Risospendere il pellet. 
7. Aggiungere 500 µl soluzione di lavaggio Ion OneTouch ™ ad ogni 
provetta. Trasferire il prodotto risospeso in una nuova provetta da 1,5 ml 
Eppendorf LowBind®; 
8. Aggiungere altri 500µl soluzione di lavaggio Ion OneTouch ™; 
9. Centrifugare per 2.5 minuti a 15.500 × g.  Rimuovere tutto il liquido.   
Prelevare il surnatante dalla superficie dal lato opposto 
del pellet, facendo attenzione a non intaccarlo. 
5. Arricchire il templato: 
Passare alla fase di arricchimento utilizzando un sistema automatizzato (Ion 
One Touch Arricchimento System). 
 Mettere i reagenti nei rispettivi pozzetti degli strip da 8: pozzetto 1: ISPs 
contenenti DNA amplificato; pozzetto 2: pre-washed MyOne Streptavidin 
C1 beads; pozzetto 3, 4 e 5: soluzione di lavaggio wash-solution (fornita con 
il kit); pozzetto 6: vuoto; pozzetto 7: melt-off solution; pozzetto 8: vuoto; 
 Installare una punta sul braccio per il pipettaggio e una provetta da 0,2 ml 
per la raccolta del campione. Avviare lo strumento. Alla fine 
dell’arricchimento, aggiungere 10 µl di soluzione neutralizzante (fornita con 
il kit) Fig. 20.  
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Fig 20. preparazione e mettere i reagenti nei pozzetti. 
6. Preparare i campioni per il sequenziamento e caricare il chip: 
6.1. Vortexare l’Ion Sphere ™ per 2 secondi. 
6.2. Aggiungere 5µl di controllo ISPs direttamente a tutto il volume di 
Templato. 
6.3. Mescolare pipettando. 
6.4. Centrifugare per 2 minuti a 15.500 × g. 
6.5. Eliminare il surnatante e lasciare circa 15 µl nella provetta (confrontare 
visivamente a 15µl di liquido in una provetta separata). 
6.6. Vortexare il primer per 5 secondi. 
6.7. Aggiungere 12 µl di primer alla reazione, e controllare 
che il volume totale sia di 27 µl. 
6.8. Pipettare la miscela per risospendere il pellet. 
6.9. Programmare il termociclatore a 95°C per 2 minuti e poi a 
37°C per 2 minuti. 
6.10. Posizionare la provetta nel termociclatore e lanciare il programma. 
Dopo il ciclo, la reazione può rimanere nel termociclatore a temperatura 
ambiente. 
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6.11. Rimuovere gli ISP dal termociclatore ed aggiungere 3 µl di polimerasi 
Ion PGM ™ Hi-Q ™ Sequenziamento, per un volume totale finale di 30 
µl. 
6.12. Mescolare e incubare a temperatura ambiente per 5 minuti. 
6.13. Centrifugare per 5 secondi per svuotare completamente l’Ion 316™Chip. 
6.14. Posizionare il chip su una superficie piana. Aggiungere il campione 
(l’intero volume) al chip. 
6.15. Inserire la punta nell’apposito foro del chip. 
6.16. Con attenzione e lentamente, far scendere la mix ISPs dal puntale 
all’interno del chip. Per evitare di introdurre bolle nel chip, lasciare una 
piccola quantità nella punta della pipetta. 
6.17. Rimuovere e scartare qualsiasi liquido in eccesso dal foro del chip; 
6.18. Trasferire il chip nell’apposita minicentrifuga e centrifugare per 30 
secondi. 
6.19. Inclinare il chip (Ion 316 ™ Chip: 25 µl) a 45 gradi in modo che il foro 
si trovi nel punto più basso e pipettare su e giù il campione nel chip, 
facendo attenzione a non fare bolle. 
6.20. Rimuovere lentamente quanto più liquido possibile dal chip. 
6.21. Spinnare il chip a testa in giù per 5 secondi. 
6.22. Quando chip di caricamento è pronto, istallarlo nell’alloggiamento dello 
strumento Ion PGM ™ Sequencer ed effettuare la corsa. 
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5. Risultati e Discussione  
 
 
Di seguito sono riportati 5 casi di mortalità anomala, descritti in modo separato, che 
hanno interessato mitili (M. galloprovincialis), ostrica concava (C. gigas), vongole 
veraci (R. philippinarum) e vongole (C. gallina). 
 
5.1. Episodio di mortalità anomala in mitili a La Spezia. 
Non è stata riscontrata differenza significativa tra la Conta Batterica Totale (CBT) 
del campione soggetto a mortalità (1.9x106 UFC/g) rispetto a quello sano (2.9x105 
UFC/g). La semina su TSA 2 % ha evidenziato la crescita di diversi batteri. La 
tipizzazione con sistema MALDI TOF ha confermato la presenza di Vibrio sp. con 
score accettabile: clade Splendidus (V. splendidus 2.327, V. tasmaniensis 2.439 e V. 
atlanticus 2.279) nel sito con mortalità; le stesse specie di vibrio sono risultate 
presenti anche nel campione sano ma in quest’ultimo caso associate a Tenacibaculum 
discolor con score 2.046. 
L’esame istologico dei 30 soggetti provenienti dal campione malato ha evidenziato 
una degenerazione della ghiandola digestiva con presenza di batteri Gram-negativi 
con due morfologie (Fig 21 A e B): una filamentosa e sottile, un’altra più grossa a 
bastoncello.  
 
 
                            A                                                                     B 
Fig 21. A. la freccia grande indica batteri filamentosi e sottili, la freccia piccola indica batteri con 
minor lunghezza e più grossi (colorazione di Gram). B. batteri nella ghiandola digestiva di mitili 
(colorazione di E&E). 
 
I batteri filamentosi sono stati reperiti più frequentemente nella ghiandola digestiva e 
nel tessuto connettivo dei mitili malati mentre la ghiandola digestiva del campione 
sano (30 soggetti) è risultata completamente priva di batteri, quest’ultimi presenti 
solo nello stomaco (Fig. 22). 
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Sia il campione malato che quello sano non hanno presentato infestazioni 
parassitarie. 
 
Fig 22. due frecce indicano la presenza di batteri filamentosi e batteri con minor lunghezza ma più 
grossi rispetto ai primi in stomaco di una cozza sana. Gli stessi batteri che sono presenti nei soggetti 
sani (colorazione di Gram). 
 
Risultati di metagenomica 
Viene indicato di seguito il data-set di Mitilo comprendente 6 campioni (3 campioni 
sani e 3 campioni malati) effettuati in due prove: una dal solo surnatante formato 
dopo l’omogenazione (Estrazione B) ed una seconda prelevando campione 
omogenato (Estrazione A). 
 
         
           Estrazione A                                              Estrazione B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Si può notare che le reads ottenute dal campione estratto dal surnatante (estrazione 
B), sono più numerose (100.020 in totale). Il campione meno numeroso, infatti, 
comprende 8.246 reads e il più numeroso 27.231 reads, con una media di 16.184 
reads. Il sequenziamento del campione ottenuto con il metodo di estrazione A ha 
prodotto 62.650 reads: il campione con meno reads ne comprende 5.218, ed il 
campione con più reads relative 16.427. Per quanto riguarda l’estrazione B (Fig, 23), 
si nota una maggiore diversità batterica rispetto all’estrazione A, ma non c’è una 
Num samples: 6 
Num observations: 1610 
Total count: 62650 
Counts/sample summary: 
Min: 5218.0 
Max: 16427.0 
Median: 9161.500 
Counts/sample detail: 
Barcode01: 6968.0  
Barcode03: 15714.0 
Barcode05: 5218.0 
Barcode07: 7900.0 
Barcode09: 10423.0  
Barcode11: 16427.0 
Num samples: 6 
Num observations: 1475 
Total count: 100020 
Counts/sample summary: 
Min: 8246.0  
Max: 27231.0  
Median: 16184.000  
Counts/sample detail:  
Barcode02: 8246.0 
Barcode04: 8878.0 
Barcode06: 23297.0  
Barcode08: 27231.0 
Barcode10: 21994.0  
Barcode12: 10374.0 
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differenza significativa fra campioni malati e campioni sani. Una spiegazione 
potrebbe essere che il liquido intra-valvare dei mitili presenta la stessa comunità 
batterica sia nei campioni sani che in quelli malati, mentre alcuni batteri sono stati 
riscontrati solo nei tessuti di soggetti malati. Dall’analisi dei risultati si nota maggior 
abbondanza di batteri nei campioni malati rispetto ai campioni sani (estrazione B): 
La famiglia Endozoicimonaceae è presente al; 1(7.29%), 2(11.98%) e 3(9.74%), 
mentre meno nei campioni sani 4(5.36%), 5(2.99%) e 6(7.46%); 
La Classe Mollicutes, è poco presente in entrambi [1(3%), 2(0.6%), 3(0.1%), 
4(0.2%), 5(0%) e 6(0.1%); 
L’ordine più presente tra tutti i campioni è Oceanospirillales 1(65.52%), 2(58.35%), 
3(64.48%), 4(70.85%), 5(85.34%) e 6(74. 35%). 
 
 
Fig 23. Profili della composizione della comunità procariote ottenuta dal liquido in superficie 
(estrazione B) dall’ omogenato di Mytilus galloprovincialis. 
  
Come visto precedentemente l’estrazione A ha prodotto meno reads però fra i 
campioni malati e i campioni sani vi è una differenza significativa della comunità 
batterica.  
Dai grafici a barre (Fig. 24), si evince che l’ordine Mollicutes è maggiormente 
presente nei campioni malati, nel primo campione con il 21.64%, nel secondo 
campione con il 5.64% e nel terzo campione con il 1.95% rispetto ai campioni sani 
dove sono poco presenti [4(0.2%), 5(0.41%) e 6(0.99%)] Vi è una piccola presenza di 
organismi del genere Mycoplasma (Classe Mollicutes): 0.8%, 0.1%, 0.2%, 0%, 0.2% 
e 0% nei campioni 1, 2, 3, 4, 5 e 6 rispettivamente. In orgine di concentrazione segue 
la famiglia delle Endozoicimonaceae 1(8.90%), 2(13.01%) e 3(19.97%), meno 
presente nei campioni sani 4(10.14%), 5(4.22%) e 6(10.73%). 
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Fig 24. (Estrazione A), I profili della composizione della comunità procariote ottenuta da Mytilus 
galloprovincialis. 
 
Alfa diversità dell’estrazione A 
Dal punto di vista statistico l’analisi di operational taxonomic units (OTUs) e Chao1 
non evidenzia una differenza significativa tra i campioni malati e i campioni sani: 
 - 451 OTU (+/- 50) in quelle con mortalità e di 449 OTU (+/- 114) in quelle sane.  
- Neanche chaol indica differenze significative (717 +/- 62 in cozze malate contro 
723 +/- 138 in cozze sane) Fig 25. 
 
 
 
 
 
- 41 - 
 
 
 
Fig 25. Alfa diversità. L’analisi di OTUs e Chao1 non evidenziano una differenza significativa tra i 
campioni malati e i campioni sani. Dalle curve si può notare che il campione No5 (colore blu) ha 
meno ricchezza rispetto agli altri campioni. Numero totale di sequenze è 5210.0. 
 
Alfa diversità dell’estrazione B 
Le differenze significative più alte nei campioni con mortalità rispetto a quelli sani si 
evidenziano solo con l’analisi di OTU, infatti, nei campioni malati c’è più diversità 
rispetto ai campioni sani, 456 OTU (+/- 40) e 427 OTU (+/- 54) rispettivamente, Fig 
26 con Chaol non nota una diversità significativa (701 +/- 75 sito con mortalità 
contro 734 +/- 83 sito sano). 
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Fig 26. Dai grafici si nota che la ricchezza dei campioni malati è più elevata rispetto ai campioni 
sani con metodo di OTUs rispetto al metodo chao1. Le sequenze in totale sono 8240 sequenze.  
 
La Beta diversità 
 
La β diversità può essere misurata in molti modi diversi. Queste analisi statistiche 
possono essere suddivise in due categorie: misure qualitative, che utilizzano la 
presenza / assenza di dati per confrontare la composizione della comunità, e le misure 
quantitative, che prendono in considerazione anche l'abbondanza relativa di ogni 
organismo. In particolare, in questo studio, è stato utilizzato i metodi di l’analisi 
Principal Coordinates Ordination (PCoA) di unifrac (Lozupone & Knight; 2005), 
eseguita sia con il calcolo unweighted che con il calcolo weighted (Lozupone et al; 
2007), che mostra una separazione chiara tra i due gruppi (campioni malati e sani) 
con entrambi i calcoli Fig. 27 e 28. 
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Fig 27. PCoA (weighted- unifrac). I due gruppi appaiono separati: in rosso, i tre campioni malati e 
in blu i tre campioni sani. La figura in alto mostra i risultati ottenuti con il metodo di estrazione A, 
mentre la figura in basso con il metodo B. In entrambi i casi, i due gruppi sono separati, anche se il 
risultato è più visibile nei campioni risultanti dal metodo di estrazione B.  
 
 
Fig 28. PCoA (unweighted- unifrac). In rosso sono rappresentati i campioni malati e in blu i 
campioni sani. La figura a sinistra mostra i risultati ottenuti con il metodo di estrazione A, mentre la 
figura a destra con il metodo B. In entrambe le figure, i due gruppi appaiono ben separati. 
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Tra i diversi livelli tassonomici che è possibile evidenziare con questa metodologia 
(dall’estrazione B) la famiglia dominante risulta essere quella degli 
Endozoicimonaceae che rappresenta il 9.74% dei batteri nei tre campioni malati ed il 
4.85% nei tre campioni sani. Batteri appartenenti alla classe Mollicutes risultano 
essere 0.8% nei campioni malati e 0.2% nei campioni sani. Dall’estrazione A la 
classe più rappresentata è stata, invece, quella dei Mollicutes con l’8.95% mentre nei 
campioni sani lo 0.63% ed è proprio questa l’unica differenza significativa tra i 
campioni malati e i campioni sani Fig. 29.  
 
             
Fig 29. profili della composizione della comunità procariote ottenuta dalle cozze. 
 
Paillard et al (2004) hanno evidenziato che i bivalvi adulti possono tollerare una più 
elevata concentrazione di batteri patogeni. In qualche caso si può arrivare a una 
concentrazione di 107 UFC/vongola, ma nel nostro caso non c’è un’abbondante 
crescita di una specie particolare rispetto all’altra, rinvenuta su piastre di TSA 2%, 
come indicato precedentemente. Tutti ceppi batterici isolati e identificati sono 
vibrioni che si trovano normalmente nell’acqua (Vibrio sp.  ambientali). Invece si può 
notare nell’esame istologico dei vetrini del campione malato una presenza molto 
elevata nella ghiandola digestiva di due morfologie batteriche una filamentosa/sottile 
e un’altra più grossa/bastoncellare. Probabilmente questi batteri gram negativi non 
sono cresciuti sulle piastre TSA 2% perché hanno esigenze nutrizionali particolari. 
Una spiegazione possibile potrebbe essere fornita dall’analisi metagenomica che ha 
indicato la presenza dei Mollicutes con l’8.95% nei campioni malati mentre nei 
campioni sani lo 0.63%. La caratteristica principale di questi batteri è l'assoluta 
mancanza di parete cellulare (Miyata & Ogaki; 2006). Essi sono stati associati con la 
mortalità di crostacei (Krol et al;1991).  
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5.2. Episodio di mortalità anomala di ostrica concava nella Sacca di 
Scardovari 
In questo episodio è stata registrata una mortalità pari all’ 80%. La T dell’acqua era 
pari a 21 °C. Sono stati analizzati circa 100 individui provenienti da 4 zone 
geografiche, in 3 delle quali non sono stati registrati episodi di mortalità. Per quanto 
riguarda l’esame batteriologico, sono stati analizzati 2 campioni sani ed uno malato. 
Non sono risultate differenze significative tra la CBT del campione malato (3.2x106 
UFC/g) proveniente dalla Sacca di Scardovari e quella dei campioni sani provenienti 
dalla Laguna del Basson (1.1 x106 UFC/g) e dalla Sacca di Scardovari (1.5 x106 
UFC/g), area Delta del Po. Tutti i Vibrio identificati con metodo MALDI TOF 
risultano appartenere al clade Harvey e Splendidus, relativamente alla Sacca di 
Scardovari, e nello specifico: per il campione malato clade Harveyi (V. rotiferanus 
con score 2.347 ed V. alginolyticus 2.341) e Splendidus (V. chagasii 2.126, V. 
cyclitrophicus 2.04); mentre per il campione sano clade Harveyi (V. harveyi 2.092 e 
V. rotiferauns 2.173) e Splendidus (V. cyclitrophicus 2.039). Diversamente per l’altro 
campione sano proveniente dalla laguna di Basson è stato identificato solo 
V.pomeroyi con score 2.023 appartenente quest’ultimo al clade Splendidus. 
All’esame istologico non sono risultate infezioni da parte di parassiti.  
I risultati indicati di seguito sono quelli ottenuti dai 12 campioni analizzati con 
metodiche di metagenomica: essi hanno prodotto 521.210 reads totali, di cui il 
campione meno numeroso comprende 16.518 reads e il più numeroso 82.654 reads, 
con una media di 44.313.  
Num samples: 12 
Num observations: 4785 
Total count: 521210 
Table density (fraction of non-zero values): 0.251 
Counts/sample summary: 
 Min: 16518.0 
 Max: 82654.0 
 Median: 44313.000 
 Mean: 43434.167 
 Std. dev.: 20850.219 
 Sample Metadata Categories:  
 Observation Metadata Categories: taxonomy 
Counts/sample detail: 
 Barcode12: 16518.0 
 Barcode10: 17116.0 
 Barcode08: 22461.0 
 Barcode09: 23931.0 
 Barcode14: 42870.0 
 Barcode07: 43649.0 
 Barcode13: 44977.0 
 Barcode17: 45525.0 
 Barcode16: 50093.0 
 Barcode18: 51610.0 
 Barcode11: 79806.0 
 Barcode15: 82654.0 
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I risultati separati di 3 campioni malati e 9 campioni sani (Fig. 30) hanno evidenziato 
la presenza della famiglia Phormidiaceae e, nello specifico, del genere Phormidium, 
più abbondante nei campioni malati [1(24.15%), 2(11.85%) e 3(3.70%], rispetto che 
nei campioni sani [4, 5 e 6(0%), 7(0.3%), 8(0.5%), 9, 10, 11 e 12(0%)]. In ordine di 
concentrazione, viene poi rilevata la presenza della famiglia Rhodobacteraceae, più 
abbondante nei campioni malati 1, 2 e 3 con il 9.09%, 10.99% e 5.85%, meno nei 
campioni sani 4(3.5%), 5(3.6%), 6(3.2%),7(6.1%), 8(6.4%), 9(7.0%), 10(6.9%), 
11(5.9%) e 12(3.4%). Mentre i campioni sani sono caratterizzati prevalentemente 
dalla famiglia Brachyspiraceae 4(47.6%), 5(35.6%), 6(9.6%), 7(39.4%), 8(30.6%), 
9(37.0%), 10(5.6%), 11(4.4%) e 12(11.7%), che, invece, non è presente nei campioni 
1 e 2 (0%) ed è presente nel campione 3 solo per lo 0.9%. 
 
Fig 30. Comunità batterica di in tutti i campioni di ostrica. Evidente è una maggior presenza di 
Phormidium sp. nei campioni malati rispetto ai campioni sani. 
 
La mappa termica costruita con dieci phyla più comuni mostra differenza 
significativa tra i campioni malati e i campioni sani quando si confrontano 
Brachyspiraceae, Phormidiaceae (Phromidium sp.), Xanthomonadaceae, meno 
evidente se si considerano i cladi Clostridiaceae, Fusobacteriaceae, 
Campylobacteraceae (Fig. 31). 
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Fig 31. Mappa termica. Valori più elevati in verde scuro, valori intermedi in verde chiaro, valori 
minimi in bianco, corrispondenti gradazioni intermedie tra gli estremi.  
   
L’Alfa diversità ha mostrato una diversità significativamente più alta nei campioni 
malati rispetto a quelli sani: 
 - 1188 OTU (+/- 51) in ostriche malate e di 796 OTU (+/- 165) in quelle sane Fig. 
32A.  
- Shannon indica una diversità più alta nelle ostriche che subiscono la mortalità 7.4 
+/- 0.3 rispetto a quelle che sono sane 6.4 +/- 0.8 Fig. 32B. 
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                                                                            (A)   
 
 
                                                             (B) 
Fig 32. Le sequenze in totale sono 16510, le curve A (OTU) e B (Shannon), mostrano la diversità 
significativa fra i campioni malati e campioni sani delle ostriche, più alta con l’analisi OTUs. 
 
La Beta diversità mostra una separazione molto chiara tra i due gruppi, le comunità 
sono più simili all'interno dei gruppi dei campioni delle ostriche sia con unweighted 
(presenza/assenza) che con weighted (abbondanza) nel grafico PCoA. Le differenze 
tra le ostriche malate e le ostriche sane possono anche essere ben osservate con 
l'analisi unifrac, tuttavia la unweighted dà una migliore separazione, che potrebbe 
indicare l'importanza delle specie rare Fig. 33.  
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Fig 33. Sopra, PCoA plot (weighted- unifrac) indica che i campioni di ciascun gruppo (la comunità 
batterica) sono simili tra loro e che esiste una separazione fra i campioni malati, rappresentati in blu 
(Barcode 07, 08 e 09), ed i campioni sani, in rosso (Barcode 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 18). La 
separazione è più evidente con l’analisi PCoA plot unweighted- unifrac, nella parte bassa della 
figura.   
La robustezza dei cluster nella PCoA plot è stata stimata con:  
- il metodo jackknife, è una tecnica ri-campionamento statistica che calcola 
supporto jackknife per i nodi dell’Albero UPGMA e plots come una nube 
intorno campioni nella PCOA plot di valutare la distorsione e l'incertezza 
(stimare l'errore standard in una statistica).  
- Il metodo Procrustes, in qiime l’analisi Procrustes viene utilizzato per 
confrontare weighted e unweighted UniFrac PCOA plots Fig 34. 
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Fig 34. La separazione tra i due gruppi rimane chiara anche dopo aver fatto l’analisi jackknife. (La 
figura sopra) la nube attorno al campione indica l'affidabilità statistica della data set. -la figura sotto 
è l'analisi Procrustes mostra le differenze tra unweighted e weighted unifrac. (Caporaso et al; 2011) 
 
I campioni di ostriche con mortalità hanno più abbondanza di Phormidiaceae 
(Phormidium sp.) 15.65%, contrariamente alle ostriche sane che hanno una 
percentuale molto bassa (0.1%). Batteri dalla Famiglia Rhodobacteraceae sono 
risultati essere il 8.70%, nei sani il 5.4%. I campioni sani sono generalmente 
caratterizzati dal 25.61% di Brachyspiraceae, che rappresentano soltanto lo 0.3% nei 
campioni malati Fig 35. 
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Figura 35. I profili della composizione della comunità procariote ottenuta da Crassostrea gigas, La 
Famiglia più abbondante la presenza di Phormidiaceae (con il 15.49%) e Rhodobacteraceae (con il 
8.71%) nei campioni malati, mentre nei campioni sani è la famiglia Brachyspiraceae a prevalere 
(con il 25.61%).  
 
Per quanto riguarda l’esame batteriologico tutti i campioni hanno mostrato la stessa 
conta batterica totale, con varie specie di Vibrio, l’esame istologico non ha 
evidenziato la presenza dei parassiti o batteri, i risultati che sono stati ottenuti dallo 
studio della metagenomica hanno evidenziato una presenza elevata di Phormidiaceae 
(Phormidium sp.) nelle ostriche malate rispetto a quelle sane. Lokmer & Wegner 
(2015) hanno indicato che l’aumento della temperatura può portare le ostriche allo 
stress che può favorire spostamento nella costituzione della comunità batterica.  
Olson et al. (2014) hanno confermato che l’abbondanza di cianobatteri (Phormidium 
sp.), potrebbe semplicemente riflettere una colonizzazione opportunistica. Questo 
batterio potrebbe essere un esempio di un organismo che opera come un patogeno 
opportunista in condizioni alterate.  
 
5.3. Episodio di mortalità anomala di vongola verace nella Laguna di 
Barbamarco- Delta del Po). Fenomeno avvenuto con temperatura dell’acqua pari a 
19.6oC e con salinità di 10.52‰. L’esame batteriologico (CBT) non ha rilevato 
differenza significativa fra il campione malato (1.3x107 UFC/g) e il campione sano 
(1.1x106 UFC/g). In questo studio di mortalità per la prima volta su TSA 2% è stato 
isolato V. aestuarianus che si presentava come il germe prevalente con la prima 
semina (Fig 36) la colonia di V. aestuarianus su TCBS da colore giallo e colore 
Azzurro su piastre CHROMagar™ (Fig 37) confermato dall’analisi MALDI TOF con 
score alto 2.557, mentre nel campione sano ha prevalso ancora il clade Splendidus 
(Vibrio pomeroyi con score 2.415). 
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Fig 36. Prima semina su TSA 2%, la colonia sospetta più frequente è la crescita tipica di Vibrio 
aestuarianus, si presenta trasparente  
 
 
 
 Fig 37. la crescita di Vibrio aestuarianus su (a) CHROMagar™ le colonie hanno colore Azzurro, 
(b) TCBS agar le colonie hanno colore giallo. 
 
L’esame istologico delle vongole ha evidenziato nei 60 soggetti (30 soggetti malati e 
30 soggetti sani) l’assenza di lesioni e di parassiti sia negli individui malati che in 
quelli sani.  
Nei risultati ottenuti con tecniche di metagenomica indicati sotto, il campione meno  
numeroso comprende 13.561 reads e il più grande 49.044 reads, con una media di 
29901 reads. Il data-set comprende in totale 179.404 reads. 
 
Num samples: 6 
Num observations: 903 
Total count: 179404 
Table density (fraction of non-zero values): 0.365 
Counts/sample summary: 
 Min: 13561.0 
 Max: 49044.0 
 Median: 24305.500 
 Mean: 29900.667 
 Std. dev.: 14078.069 
 Sample Metadata Categories:  
 Observation Metadata Categories: taxonomy 
Counts/sample detail: 
 Barcode21: 13561.0 
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 Barcode24: 19155.0 
 Barcode19: 21900.0 
 Barcode22: 26711.0 
 Barcode23: 49033.0 
 Barcode20: 49044.0 
 
I campioni con mortalità hanno mostrato prevalenza (almeno il 70%) di batteri della 
famiglia Brachyspiraceae; 1 (71.95%), 2 (70.58%) e 3 (83.73%), presente anche se in 
misura minore nei campioni sani, 4 (10.19%), 5 (33.05%) e 6 (53.10%).  
I campioni sani, invece, presentano abbondanza di batteri della famiglia 
Endozoicimonaceae 4(5.77%), 5 (28.63%) e 6 (22.13%), non presente nei campioni 
affetti da mortalità. La famiglia Mycoplasmataceae (Mycoplasma sp.) si presenta con 
valori di 4 (73.59%), 5 (5.95%) e 6 (1.19%) nei campioni sani, mentre non è presente 
nei malati Fig. 38.  
 
 
 
Fig 38. Comunità batterica nei vari campioni esaminati, la famiglia più abbondante nei campioni 
malati è Brachyspiraceaea e nei campioni sani Mycoplasma sp. 
 
L’Alfa diversità non ha evidenziato differenze statisticamente significative tra i due 
gruppi in termini di diversità. 
 - 253 OTU (+/- 73) in quelle con focolai di mortalità e di 273 OTU (+/- 42). 
 - Le differenze sono minori quando si confrontano le categorie con l'indice di 
Shannon (2.8 +/- 0.8) nei malati in confronto a quelli sani (2.2 +/- 0.4) Fig 39 A e B. 
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                                                       A 
 
                                                                     (B) 
Fig 39. Curve con metodi di OTUs (A) e Shannon (B): si può rilevare maggiormente una differenza 
fra i campioni malati e i campioni sani con il metodo di OTUs, rispetto al metodo Shannon.  
 
La mappa termica costituita dai dieci phyla più comuni (Fig. 40) ha mostrato una 
differenza significativa tra la componente batterica presente nelle vongole malate 
rispetto a quelle sane, soprattutto per quanto riguarda batteri della famiglia dei 
Mycoplasmataceae e degli Endozoicimonaceae. 
- 55 - 
 
  
Fig 40. Mappa termica. Valori più elevati in verde scuro, valori intermedi in verde chiaro, valori 
minimi in bianco, corrispondenti gradazioni intermedie tra gli estremi.  
 
 
La Beta diversità mostra una chiara differenza tra i due gruppi di vongole, 
riscontrabile sia con il metodo unweighted che con il metodo weighted nell’analisi 
PCoA. 
Il weighted UNIFRAC indica che il campione sano (marcato con il barcode 24) è 
molto diverso dagli altri campioni in quanto a composizione batterica Fig 50. 
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Fig 50.  PCoA-plot (sopra unweighted, sotto weighted). Vi è una separazione fra i due gruppi: in 
blu campioni malati e in rosso campioni sani. Con il metodo weighted si può notare che il barcode 
24 presenta meno abbondanza rispetto agli altri due campioni sani.  
 
 
La separazione tra i due gruppi appare meno evidente dopo aver fatto 
l’analisi jackknife. Evidentemente sussistono dei potenziali problemi di 
questi campioni.                                                                                            
 - L'analisi Procuste, mostra le differenze tra unweighted e weighted 
Fig51.                                                                                                          
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 Fig 51. Sopra analisi Jackknife. La nube intorno ai campioni presenta l'incertezza. Il supporto è 
piuttosto basso, come si può vedere per le grandi nuvole. Sotto l'analisi Procrustes mostra le 
differenze tra UNIFRAC unweighted e weighted. Il Procrustes dimostra che le differenze all'interno 
delle vongole malate è in termini di quantità non è qualità. 
 
 
Nei campioni malati la famiglia prevalente è quella delle Brachyspiraceae con 
73.05%. Al contrario nei campioni sani sono presenti 3 famiglie, Mycoplasmataceae 
(24.03%). Brachyspiraceae con il (30.66%) e Endozoicimonaceae (20.88%) Fig 52. 
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Fig 52. Confrontando i campioni malati ed i campioni sani, si nota la maggiore presenza (il 73%) 
della famiglia Brachyspiraceae nei campioni malati. 
 
Tutti i risultati ottenuti dagli esami batteriologico, istologico e di metagenomica, non 
hanno evidenziato una risposta comune. Infatti dall’esame batteriologico si è notata 
una abbondante crescita di V. aestuarianus sul campione malato mentre le colture 
batteriche a partire dal campione sano hanno evidenziato la crescita di varie specie di 
Vibrio. La presenza di V. aestuarianus è stata associata con mortalità di ostriche in 
Francia (Saulnier et al; 2010) e mitili in Spagna (Romero et al; 2014) con grado di 
virulenza di questa specie definita in tre categorie: ceppi altamente virulenti (50% 
mortalità a 102 CFU/mollusco), ceppi non virulenti (50% mortalità a 107 
CFU/mollusco), ceppi a virulenza intermedia (ceppi patogeni solo a 107 
CFU/mollusco), (Goudenege et al; 2014). 
Tutto ciò non corrisponde a quanto ottenuto dallo studio di metagenomica sia nei 
campioni malati che in quelli sani, dove invece è presente la famiglia 
Brachyspiraceae più abbondante nei campioni malati (73%). Questa famiglia 
Brachyspiraceae comprende l’unico genere Brachyspira (Paster& Dewhirst;2000). 
Brachyspira spp. sono spirochete anaerobiche Gram-negative, tolleranti all'ossigeno 
(Duhamel; 2001). Questo genere è osservato nell’uomo, mammiferi, insetti, e bivalvi, 
nonché in ambienti acquatici e marini. Ci sono tante specie nel Ordine Spirochaetales 
che non sono attualmente coltivabili (Paster & Dewhirst; 2000). 
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Probabilmente questo genere fa una parte nella comunità batterica con quantità passa, 
questa quantità è stata influenzata dalla bassa salinità (10.52‰) nelle vongole malate 
e sarebbe probabilmente non essere rilevato con il metodo della coltura.   
5.4. Episodio di mortalità anomala di vongola verace nella Laguna di Caterina- 
Delta del Po 
In questa area si è riscontrato il fenomeno delle acque bianche causata dallo sviluppo 
di idrogeno solforato (H2S) associato ad una salinità molto bassa 3.3‰ e con 
temperatura pari a 28°C. Probabilmente queste sono le cause alla base di una 
mortalità con percentuale pari al 15%. L’esito dell’esame batteriologico non ha 
mostrato differenze significative tra il campione malato (1.6x107 UFC/g) ed il 
campione sano (1.5x106 UFC/g). L’analisi con MALDI TOF ha evidenziato nel 
campione malato la presenza del clade Mediterranei (V. mediterranei 2.481) ed un 
altro Vibrio sp. non identificabile con il metodo di MALDI TOF, identificato con 
pyrH come Vibrio sp.. Invece dal campione sano è stata evidenziata la presenza dei 
clade Orientalis (V. orientalis 2.294) e Harveyi (V. harveyi 2.309, V. alginolyticus 
2.404 e V. rotiferianus 2.434). All’esame istologico le vongole affette da mortalità 
presentano un’infestazione di parassiti del genere Perkinsus sp. in 5 soggetti su 30 e/o 
un’infiammazione alla ghiandola digestiva e/o le branchie nei soggetti del campione 
malato Fig 53. 
 
  
                                           A                                                                             B 
Fig 53. A, le frecce indicano trofozoiti di Perkinsus sp. vicino alla ghiandola digestiva delle 
vongole. B. un’infiammazione alle branchie.  
 
Le indagini metagenomiche hanno prodotto un totale di 249.656 reads, di cui 22.130 
reads per il campione meno numeroso e 62.094 reads per quello che ne ha prodotte di 
più, con una media di 36.071 reads.  
Num samples: 6 
Num observations: 2565 
Total count: 249656 
Table density (fraction of non-zero values): 0.409 
Counts/sample summary: 
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 Min: 22130.0 
 Max: 62094.0 
 Median: 36070.500 
 Mean: 41609.333 
 Std. dev.: 14120.243 
 Sample Metadata Categories:  
 Observation Metadata Categories: taxonomy 
Counts/sample detail: 
 Barcode29: 22130.0 
 Barcode03: 34743.0 
 Barcode01: 35122.0 
 Barcode05: 37019.0 
 Barcode04: 58548.0 
 Barcode06: 62094.0 
 
 - I campioni soggetti a mortalità hanno mostrato elevata presenza di batteri della 
famiglia delle Campylobacteraceae e, nello specifico, del genere Arcobacter sp. 
[4(22.02%), 5(27.56%) e 6(35.86%)], mentre nei campioni sani la loro presenza è 
molto bassa [1(0.6%), 2(0.5%) e 3(0.2%)]. Di seguito viene evidenziata la presenza 
della famiglia delle Fusobacteriaceae e, nello specifico, di Fusobacterium sp. 
[4(27.8%), 5(29.5%) e 6(28.5%)] negli organismi malati, valori che nei sani erano 
molto bassi (0.6% nel primo, 0.7% nel secondo e 0.4% nel terzo). Infine nei campioni 
malati si è riscontrato anche l’ordine dei Bacteroidales. Le vongole sane hanno 
mostrato una maggiore abbondanza delle seguenti famiglie: 
- Mycoplasmataceae, e, nello specifico, Mycoplasma sp. [1(2.42%), 2(24.84%) e 
3(13.85%)], presenti in minor misura anche nei campioni malati [4(1.64), 5(1.48%) e 
6(1.54)]; 
- Erysipelotrichaceae, e, nello specifico, Erysipelothrix sp. [1(2.24), 2(9.11%) e 
3(15.63%)], mentre è assente nei campioni malati 4 e 6 e poco presente nel campione 
5(0.1%); 
-Vibrionaceae, appartenenti al genere Vibrio, presenti nei campioni sani in piccole 
percentuali (l’1.29% nell’1, il 3.45% nel 2, il 5.20% nel 3, lo 0.1% in 4 e 5 e il 0.2% 
nel campione numero 6); da considerare inoltre il campione numero 1, che si 
dimostra piuttosto diverso ed è fortemente caratterizzato dalla classe 
Gammaproteobacteria Fig 54. 
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            Fig 54. Comunità batterica nei i campioni sani (1, 2 e 3) e malati (4, 5 e 6) di vongole. 
 
 La mappa termica costituita dai dieci phyla più comuni presenti nei campioni ha 
mostra differenza tra i campioni di vongole malate e i campioni di vongole sane, 
soprattutto nel confronto tra la concentrazione di Fusobacteriaceae, 
Mycoplasmataceae, Endozoicimonaceae e Pseudoalteromonadaceae, che risultano 
decisamente più abbondanti nei campioni sani; a contrario di Fusobacteriaceae, 
Campylobacteriaceae e Bacteriovoraceae, molto più presenti nei campioni sani Fig 
55. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            Fig 55. Mappa termica dei dieci phyla più presenti nei campioni sani e malati. 
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L’Alfa diversità ha mostrato alcune differenze statisticamente significative tra i due 
gruppi, le differenze statistiche in cui trova nel numero di OTUs 929 OTU (+/- 17) in 
quelle che hanno focolai di mortalità rispetto a 814 OTU (+/- 71), ma questo è in gran 
parte a causa del campione N 1. Infatti non si rilevano differenze quando si 
confrontano le categorie con l'indice di Shannon (5.5 +/- 0.3 entrambi) Fig 56.  
 
 
 
 
 
Fig 56. La differenza significativa tra i malati ed i sani appare molto più marcata con il metodo 
OTUs rispetto a Shannon.   
 
La Beta diversità mostra una buona separazione nel grafico PCoA tra i due gruppi di 
vongole sia con il metodo unweighted che con il metodo weighted Fig 57. 
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Fig 57. Nella figura (sopra unweighted e sotto weighted) è rappresentato il grafico PCoA. I 6 
campioni sono separati chiaramente in due gruppi (due comunità batteriche). Il gruppo in blu indica 
i campioni malati ed il gruppo in rosso indica i campioni sani. 
 
 
La separazione tra i due gruppi rimane chiara anche dopo di aver effettuato l’indagine 
statistica con il metodo jackknife; la nube attorno ai campioni indica l'affidabilità 
statistica del data set Fig 58. 
- L'analisi Prccrustes mostra le differenze tra unweighted and weighted unifrac Fig 
59. 
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Fig 58. Analisi Jackknife. I campioni sono divisi in due gruppi, il colore blu indica i 
campioni   malati e il colore rosso i campioni sani.  
  
 
 
          
                Fig 59. Analisi Procrustes. In blu i campioni malati, in rosso i campioni sani. 
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                                Fig 60. Confronto tra la comunità batterica dei campioni sani e dei malati 
 
Quando si confrontano i grafici in Fig 60, che mettono in relazione le comunità 
batteriche dei campioni malati e dei campioni sani, si possono notare differenze 
significative; 
- Arcobacter sp.: 28.77% nei campioni malati, 0.4% nei campioni sani. 
- Fusobacterium sp.: 28.43% nei campioni malati, 0.6% nei campioni sani. 
- Brachyspiraceae: 11.14% nei campioni malati, 5.86% nei campioni sani. 
 
Le vongole sane presentano, invece, una maggiore abbondanza di: 
- Mycoplasma sp. con il 15.29% rispetto a quelli malati 1.57%. 
- Classe Gammaproteobacteria con il 10.35%, nei malati il 1.08%. 
- Erysipelothrix sp. con il 09.92% nei sani invece assente nei campioni malati. 
- Vibrio sp. con il 3.59% nelle vongole sani e lo 0.1% nelle vongole malate.  
 
L’esame istologico ha dimostrato una presenza molto leggera del protozoo genere 
Perkinsus in pochi soggetti e un’infiammazione nel tessuto connettivo, ghiandola 
digestiva e branchie nella maggioranza dei soggetti malati, che potrebbe dimostrare 
un’invasione da un organismo riconoscibile dal sistema di difesa dell’ospite. Nelle 
zone d’allevamento di vongole veraci in Corea del Sud, Choi & Park (2010) hanno 
segnalato massive mortalità attribuite a Perkinsus. Essendo una malattia progressiva, 
la morbilità e la mortalità aumentano nel tempo. Si ritiene che la mortalità si possa 
verificare dal secondo anno post infestazione (Ceschia et al; 2007). Infatti nel nostro 
caso il Perkinsus non è il responsabile della mortalità, perché la presenza di Perkinsus 
in pochi soggetti è molto leggera, in ospiti con età in genere inferiore a due anni. 
I risultati di metagenomica hanno evidenziato una presenza elevata di due generi:  
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- Arcobacter sp. è stato isolato dalle ostriche, mitili (Figueras et al; 2011a. 
Figueras et al; 2011b), vongole (Levican et al; 2012). Questo genere nella 
comunità batterica delle ostriche concave è abbondante, ma non 
necessariamente dominante (Fernandez-Piquer et al; 2012). Lo stress (la 
temperatura dell’acqua nel nostro studio era pari a 28°C e l’acqua di colore 
bianco), può causare una crescita batterica più rapida può così essere con-causa 
di alti tassi di mortalità. Lo stress può anche favorire lo sviluppo di agenti 
patogeni opportunisti secondari (ad esempio, Arcobacter) (Lokmer e Wegner; 
2015). 
- Fusobacterium sp. Gram - negative, non sporigeni ed anaerobio, (Tan et al; 
1996), per cui non è cresciuto su le piastre TSA2% in aerobiosi. La presenza di 
questo genere è generalmente bassa nelle ostriche (Fernandez-Piquer et al; 
2012). Però nel nostro studio più elevata nei campioni malati rispetto ai 
campioni sani (˂1%).  
 
5.5. Episodio di mortalità anomala di vongola (C. gallina), in zona Transetto 7 
Francavilla e Transetto 4 San Vito (Abruzzo).  In questo caso non sono stati 
raccolti i parametri ambientali e nemmeno quantificate sul posto le percentuali di 
mortalità. I campioni sono stati raccolti da 2 siti con mortalità segnalata dai pescatori 
(Transetto 7 Francavilla e Transetto 4 San Vito) e da un sito sano (Cupra Marittima 
Sud). La conta batterica totale dell’esame batteriologico ha mostrato differenze 
significative, tra i campioni malati (il campione da Francavilla 1x108 UFC/g e 
4.8x107 UFC/g il campione da San Vito) e il campione sano (7.2x104 UFC/g). Il 
sistema di analisi MALDI TOF ha evidenziato nel campione malato di Francavilla la 
presenza di Vibrio con score accettabile, con clade: Harveyi (V. rotiferianus 2.455, V. 
alginolyticus 2.27, V. campbellii 2.447), V. diabolicus 2.421) e Damselae 
(Photobacterium damselae subsp damselae 2.092). L’altro campione malato si 
presenta con clade; Splendidus (V. pomeroyi 2.419), V. diabolicus (2.231), Harveyi 
(V. harveyi 2.295 e V. rotiferianus 2.258) e Orientalis (V. orientalis 2.178 e V. 
tubiashii 2.525). Nel campione sano, proveniente da Cupra Marittima Sud si 
conferma la presenza del clade: V.diabolicus (2.401), Orientalis (V. tubiashii 1.949) e 
Harveyi (V. harveyi 2.262).  
 
La colonia di Photobacterium damselae subsp damselae su TCBS mostra colore 
verde, colore bianco con centro viola dopo 24 ore su piastre CHROMagar™, β-
emolisi Fig 61, ed il codice del Api 20E 6015004 dopo 24 ore Fig 62. 
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Fig 61. la crescita di Photobacterium damselae subsp damselae su; 1. Agar sangue, le colonie 
circondate da una zona di trasparenza (β-emolisi). 2. CHROMagar™, le colonie hanno colore 
bianco con centro viola dopo 24 ore. 3. TCBS, le colonie hanno colore verde.  
 
Fig 62. Api 20E dopo 24 ore dall’incubazione a 22oC, riferibile a crescita di Photobacterium 
damselae subsp damselae. 
 
L’esame istologico di C. gallina affette da mortalità da Francavilla ha rilevato 
un’infestazione leggera di parassiti del genere Nematopsis sp. nei 14 soggetti su 30 
esaminati, con la presenza di batteri, a forma bacillare, Gram-negativi in 5 soggetti. 
Presenti nella ghiandola digestiva (Fig. 63A e B) fenomeni di infiltrazione 
emocitaria, riferibili a infiammazione.  
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                                       (A)                                                                                (B) 
Fig 63. A. le frecce indicano presenza di batteri nella ghiandola digestiva delle vongole (Chamelea 
gallina) (colorazione di E&E). B. la freccia indica presenza di batteri Gram- negativi (colorazione 
di Gram) all’interno della ghiandola digestiva. 
 
Nel caso del campione proveniente dalla zona di San Vito, soggetto a mortalità 
anomala, è stata evidenziata la presenza di parassiti del genere Nematopsis sp. 
(colorazione E&E) in 16 soggetti su 30, simile al caso precedente i batteri sono 
presenti solo in un soggetto su 30 nella ghiandola digestiva Fig 64 A e B. 
 
 
                                      (A)                                                                                   (B) 
 
Fig 64. A. protozoi Nematopsis sp. nel tessuto connettivo vicino alla ghiandola digestiva 
(colorazione di E&E). B. la freccia indica una maggiore presenza dei batteri nel tubo della 
ghiandola digestiva della vongola (Chamelea gallina) (colorazione di E&E). 
 
Al contrario nel campione sano proveniente da Cupra Marittima Sud si presenta 
Nematopsis sp. in 15 soggetti su 30. Assenti i batteri.  
 
L’analisi metagenomica ha evidenziato che i campioni sani con minor numero di 
OTUs appartenevano a tre campioni di una popolazione (191.238 reads), rispetto ai 
campioni con mortalità che hanno 478.080 reads e che appartenevano a sei campioni 
provenienti da due popolazioni. Tuttavia, non sono state osservate differenze 
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statisticamente significative in numero OTUs Fig 65. Nelle popolazioni con mortalità 
ci sono stati 1.038 +/- 227 OTUs e in quelli senza mortalità è stata osservata 1144 +/- 
73. Poca differenza riscontrata quando si è confrontato l’indice di Shannon Fig 66, e 
le popolazioni che hanno mortalità avevano un indice leggermente superiore (3,74 +/- 
0,07) rispetto alle popolazioni sani (4,621 +/- 0,73). Non è stato possibile confrontare 
i risultati di indice Shannon per la causa del campione No. 2 (Barcode30; mortalità; 
Transetto_7_Francavilla), come ricchezza di specie: in questo campione era molto 
bassa rispetto agli altri campioni. 
Num samples: 9 
Num observations: 4829 
Total count: 956173 
Table density (fraction of non-zero values): 0.294 
Counts/sample summary: 
 Min: 47881.0 
 Max: 181400.0 
 Median: 89830.000 
 Mean: 106241.444 
 Std. dev.: 40490.819 
Sample Metadata Categories:  
Observation Metadata Categories: taxonomy 
Counts/sample detail: 
Barcode29: 47881.0 
 Barcode35: 74082.0 
 Barcode36: 75843.0 
 Barcode37: 83149.0 
 Barcode30: 89830.0 
 Barcode33: 116359.0 
 Barcode32: 141161.0 
 Barcode34: 146468.0 
 Barcode31: 181400.0 
 
 
         Fig 65. Non sono state osservate differenze statisticamente significative con il metodo OTUs.   
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Fig 66. I grafici dell’indice Shannon e di OTUs non hanno evidenziato una differenza significativa 
per la causa del campione No. 2 (Barcode30; mortalità; Transetto_7_Francavilla), che ha una 
ricchezza di specie bassissima rispetto agli altri campioni come si vede in OTUs ha colore blu, le 
sequenze in totale sono 48130.0 sequenze. 
 
Confrontando i tre campioni (i campioni sani da Cupra Marittima, i campioni malati 
dal Transetto 7 Francavilla ed i campioni malati da San Vito), non vi sono differenze 
significative nel numero di OTU tra la popolazione sana (Cupra Marittima Sud; 1148 
+/- 74) e la popolazione malata (Transetto 4 San Vito; 1218 +/- 96), mentre il numero 
di OTU nella popolazione del Transetto 7 Francavilla diventa significativamente più 
piccola (856 +/- 159). Tuttavia le differenze con l’indice Shannon diventano 
statisticamente non significative (4,34 +/- 0,89 per San Vito; 4.91 +/- 0.34 per 
Francavilla; e 3,74 +/- 0,07 per la popolazione sana) Fig 67. 
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Fig 67. Con il metodo OTUs, la mortalità di San Vito è staticamente significativa rispetto alla 
mortalità di Francavilla, mentre con Shannon la differenza tra sani e malati non è significativa. 
   
In sintesi, nei 9 campioni di Chamelea gallina, prelevati nelle tre località oggetto di 
studio, si notano differenze quantitative fra le comunità batteriche di tutti i campioni 
di C. gallina. La concentrazione di batteri è più elevata nelle vongole malate rispetto 
a quelle sane se si prendono in considerazione i seguenti organismi: 
 - La componente di Vibrio sp. risulta il 34.4%, il 42.3% ed il 24.8% nei 
campioni malati (1, 2 e 3) del Transetto 7 di Francavilla, è meno concentrata 
nei campioni (4, 5 e 6) sani dalla Transetto 4 di San Vito (4.9%, il 13.9% ed il 
7.4% rispettivamente), mentre nei campioni sani di Cupra Marittima Sud 
risulta assente (0%) nel campione 7 e poco presente (0.1%) negli ultimi due 
campioni (8 e 9); 
- Pseudoalteromonadaceae, quasi del tutto assenti nei campioni sani, sono 
presenti nei primi 3 campioni [1 (13.4%), 2 (23.3%) e 3 (8.3%)] da Francavilla 
e in misura minore nei campioni 4, 5 e 6 da San Vito 2.4%, 6.4% e 3.1%; 
-  La componente di Photobacterium sp., del tutto assente nei campioni sani, è 
invece presente nei campioni 1, 2, e 3 da Francavilla 22.3%, 11.3% e 5.2%; in 
misura minore nei campioni da San Vito 0.2%, 0.7% e 0.3 Fig 68. 
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                                          Fig 68. Comunità batterica in tutti i 9 campioni. 
 
La mappa termica costituita da dieci phyla più presenti. I più comuni sono: 
Verrucomicrobiaceae, Flavobacteriaceae, Mycoplasmataceae, Spirochaetaceae, 
Pirellulaceae, Synechococcaceae, Endozoicimonaceae, Vibrionaceae, 
Pseudoalteromonadaceae, Moraxellacea, le cui concentrazioni sono molto differenti 
tra campioni sani e campioni malati. La famiglia delle Vibrionaceae si dimostra la più 
presente nei campioni soggetti a mortalità Fig 69. 
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Fig 69. La mappa termica mostra le concentrazioni relative delle 10 famiglie più presenti nei 
campioni. Le famiglie più presenti nei campioni malati sono: Vibrionaceae e 
Pseudoalteromonadaceae. 
 
 
Le differenze tra la popolazione affetta da mortalità e la popolazione sana sono state, 
inoltre, ben osservate con: 
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- la distanza di Bray- Curtis, si tratta di dati di abbondanza ecologici raccolti da 
diversi punti di campionamento, la dissomiglianza Bray-Curtis è uno dei modi più 
noti di quantificare la differenza tra i campioni Fig 70.  
- l’analisi unifrac – entrambi unweighted e weighted Fig 71. 
- L’analisi Jackknife Fig 72. 
- Analisi Bi-plots unweighted Fig 73. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 70. L’analisi Bray- Curtis mostra una separazione tra le 3 comunità batteriche. Si può notare che 
i 6 campioni malati (colore blu e arancione) sono stati raggruppati a distanza dai campioni sani di 
colore rosso. 
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Fig 71. La figura sopra mostra l’analisi weighted, la figura sotto l’analisi unweighted unifrac, nelle 
quali è ben visibile la separazione tra i 3 gruppi.  
 
 
 
Fig 72. L’analisi Jackknife, mostra l'affidabilità statistica: tutti i campioni hanno una nube molto 
piccola attorno ai campioni. 
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Fig 73. Analisi Bi-plots unweighted, dove sono prese in considerazione le abbondanze relative del 
taxon nei campioni. La dimensione della sfera che rappresenta un taxon è proporzionale alla relativa 
abbondanza media del taxon per tutti i campioni.  
 
 
I risultati ottenuti permettono di evidenziare una relazione tra la mortalità riscontrata 
in C. gallina e la presenza di batteri. In questo studio tutti i risultati dell’esame 
batteriologico, istologico e metagenomica hanno confermato la presenza di batteri. Il 
campione della mortalità da Francavilla è stato quello con più elevata carica batterica 
all’esame colturale. Di seguito il campione da San Vito ed infine con una 
concentrazione molto bassa rispetto ai primi due campioni viene il campione sano da 
Cupra Marittima.  
 
Le specie di Vibrio; V. diabolicus, V. harveyi e V. tubiashii sono state isolate sia dai 
campioni malati che dal campione sano mentre V. rotiferianus, V. pomeroyi, V. 
orientalis, V. alginolyticus e V.campbellii sono stati isolati solo dai campioni soggetti 
a mortalità. Le ultime due specie di Vibrio sono state segnalate anche in un’altra 
moria da C. gallina in Mare Adriatico (Torresi et al; 2011).  
 
L’esame istologico ha evidenziato la presenza di batteri gram negativi nella ghiandola 
digestiva dei soggetti malati, assenti invece nei campioni sani con una presenza 
leggera di Nematopsis sp.  
Questo protozoo è stato trovato in popolazioni di bivalvi marini in molte parti del 
mondo: ad esempio in Challista chione (Canestri-Trotti et al 1998 & 2000), 
Chamelea gallina dal Mare Adriatico (Berrilli et al; 2000) e ostriche dal Prazil (Brito 
et al; 2010). Delgado et al (2007) hanno evidenziato la presenza di Nematopsis sp. e 
batteri gram negativi nelle branchie in C. chione.  
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Dallo studio metagenomico Vibrio sp. e Photobacterium sp. sono risultati entrambi 
assenti nei campioni sani. L’identificazione con sistema MALDI TOF di 
Photobacterium sp. è risultata Photobacterium damselae subsp damselae. Anche 
Lozano-León et al (2003) hanno evidenziato la presenza di questo batterio in bivalvi, 
ma con percentuali molto basse (2 positivi da 153 esemplari).  
In questo caso di mortalità, degno di nota è dunque l’abbondante presenza dei batteri, 
confermata anche con esame istologico, che può essere stata una importante concausa 
di mortalità. Leggera invece la carica di spore di Nematopsis sp.  
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6. Conclusione 
 
Scopo della ricerca è stato indagare alcuni casi di mortalità anomala in molluschi 
bivalvi allevati e selvatici, L’analisi batteriologica tradizionale non ha evidenziato 
differenze significative tra campioni malati e sani e nella maggior parte dei casi 
(4casi di mortalità su 5) non è stata rinvenuta una specie batterica predominante. 
L’approccio metagenomico ha invece mostrato differenze degne di nota tra le 
comunità batteriche fra i soggetti malati e soggetti sani. Sintetizzando, il metodo 
colturale tradizionale è risultato certamente più indaginoso e con i seguenti limiti: 
 
1. alcuni batteri richiedono tempi di crescita più lunghi;  
2. alcuni batteri hanno proprietà nutrizionali specifiche rispetto ai comuni terreni 
batterici;  
3. alcuni batteri sono aerobi o microaerofili e richiedono pertanto sistemi di 
accrescimento specifici; 
4. non tutti i batteri sono coltivabili in laboratorio. 
 
L’esame istologico non ha evidenziato una particolare presenza di parassiti. Si è 
rivelato invece utile per identificare in M. galloprovincialis e C. gallina molti batteri 
Gram- negativi nella ghiandola digestiva e nel tessuto connettivo, a conferma di una 
moltiplicazione intra-vitam nei tessuti dell’ospite. 
 
I risultati ottenuti con lo studio metagenomico indicano che almeno un taxa nella 
comunità batterica era risultava più rappresentato nei bivalvi malati rispetto alla 
comunità batterica rilevata nei soggetti sani nello stesso campionamento. 
 
In conclusione, pur considerando del tutto preliminari i risultati ottenuti, appare 
interessante abbinare la diagnostica microbiologica tradizionale con altri metodi: 
istologico e metagenomico.   
Inoltre in futuro sarà necessario raccogliere altri dati da ulteriori casi di mortalità 
anomale, anche di altri siti, per poter iniziare a costruire una banca dati che possa 
fungere da riferimento per i laboratori di diagnostica delle malattie dei molluschi 
bivalvi. 
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